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論文概要 
エラスチンは細胞外マトリックスの一種で、生体組織において大動脈をはじめ、項靭
帯、皮膚、子宮、弾性軟骨、黄色靭帯などの弾性が必要な組織や臓器に不溶性タンパク
質として存在している。エラスチンの最も重要な機能は弾性能の発現であり、これらの
組織に適切な割合で存在し弾力性を与えている。20 世紀半ばから、エラスチンを生体
組織から可溶化する試みが行われるようになり、現在までに種々の検討が行われている。
エラスチンの構造上の特徴として、架橋領域と疎水性領域が交互に配置されていること
が挙げられる。疎水性領域には様々なアミノ酸の繰り返し配列が存在するが、その中で
も Val-Pro-Gly-Val-Gly（以下 VPGVG と略）からなるペンタペプチドの繰り返し配列は、
コアセルベーションとよばれる温度依存的な分子の自己集合・解離の性質を有し、エラ
スチンの弾性機能の発現に重要な配列である。また、Val-Gly-Val-Ala-Pro-Gly（以下
VGVAPG と略）からなるヘキサペプチド配列は、線維芽細胞やマクロファージ等多く
の細胞の増殖及び遊走を促進することが報告されている。エラスチンのアミノ酸組成は、
動物種によって違いがあるものの、疎水性アミノ酸の含有量が多く、エラスチンの架橋
に関与するデスモシン、イソデスモシンが存在する。これらのアミノ酸は、エラスチン
にのみ存在しているため、エラスチンにおける指標アミノ酸とされている。 
上記のような特徴を有することから、エラスチンは様々な素材としての応用が期待さ
れている。例えば、動物組織から精製したエラスチンは、我々の健康や生活の質を向上
させる健康食品や化粧品素材として利用され始めている。しかしながら、その科学的根
拠などを示した研究は非常に少ない。一方、エラスチンの弾力性やコアセルベーション
などの性質に着目し、医療分野への応用が期待されているが、未だ研究段階であり実用
化には至っていない。その理由として、VPGVG の繰り返し配列を用いた Poly(VPGVG)
は、高いコアセルベーション能を有するため、ドラッグデリバリーシステム（以下 DDS
と略）の担体をはじめ広く研究されているが、それらに使用されている繰り返し回数は、
少なくとも 40 回以上であり、素材を作製する上で技術面、コスト面における問題があ
る。そこで、当研究室ではエラスチン様ペンタペプチドの 1 位のアミノ酸残基の疎水度
を向上させることにより、高いコアセルベーション能を有する短鎖型自己集合性ペプチ
ドの開発を行ってきた。 
本研究では、天然からの動物組織由来エラスチン、化学合成したエラスチン様ペプチ
ドの 2 種類のエラスチンについて、応用への利用を目標とした基礎検討を実施した。 
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第 1 章では、エラスチンのコアセルベーション能と構造に関する一般的な知見、バイ
オマテリアルへの応用研究について述べ、本研究の重要性について記載した。 
第 2 章では動物組織から水溶性エラスチンを精製し、精製方法の改良を行った。また
精製した水溶性エラスチンに関して分子量分布、アミノ酸組成、コアセルベーション能
の基礎的評価を行い、素材としての応用検討を行った。動物組織から水溶性エラスチン
を精製する方法として熱アルカリ処理法を用い、アルカリ溶液を中和する際に生じる塩
を除去するため、これまで透析を行ってきた。この操作は極めて単純であるが、時間を
要し、透析膜の孔の大きさ以下の分子量サイズが除去されてしまうという問題があった。
そこで、オクタデシルシリル基（C18）が充填された固相カラム（Sep-Pak®）を用いた
新たな脱塩方法について検討を行った結果、水溶性エラスチンの脱塩において充分利用
可能であった。素材への応用として、まず水溶性エラスチンの化粧品としての応用に対
して、3 次元培養表皮を用いた保湿性試験及びシミや雀斑の原因物質であるメラニン生
成に関与する酵素であるチロシナーゼの阻害を検討した。その結果、水溶性エラスチン
は、3 次元培養表皮中の皮膚内含水率の向上に寄与し、マッシュルーム由来チロシナー
ゼに対して穏やかな阻害能を示した。これにより、水溶性エラスチンが保湿剤や美白剤
といった基礎化粧品の素材として有用であることが示された。次に、バイオマテリアル
としての応用に対して安定した粒子を作製するため、γ 線を照射することで分子間架橋
を行った。これにより安定したナノ粒子が得られる可能性が見出され、将来的に DDS
における担体への有用性が示唆された。 
第 3 章では、新たな素材として、動物組織より水溶性エラスチンを含んだ有用成分の
抽出方法を考案した。新たな抽出方法によって得られた成分について、水溶性エラスチ
ンとの比較を行ったところ、抽出された成分には、コラーゲン、ヒアルロン酸、ラミニ
ンが含まれていることが分かった。得られた有用成分について、水溶性エラスチンと同
様に基礎化粧品の素材としての応用を考え、3 次元培養表皮を用いた保湿性試験および
マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性試験を行った。その結果、保湿性では水溶性
エラスチンよりも低かったが、マッシュルーム由来チロシナーゼに対しては阻害能が向
上した。また、有用成分の抽出方法は、水溶性エラスチン精製における工程を単純化す
るだけであり、操作の簡便化と効率化がなされた。これらのことから、動物組織からの
有用成分の抽出は、将来的に健康食品や化粧品素材として十分応用可能であると示唆さ
れた。 
第 4 章では、当研究室で開発したフェニルアラニン含有短鎖自己集合性ペプチドであ
る H-(FPGVG)5-NH2（以下(FPGVG)5と略）の応用について検討を行った。まず、基礎的
な評価としてコアセルベーション能を確認した。溶媒を生体条件下と同様の生理食塩水
でコアセルベーションの測定を行ったところ、溶媒が水の場合と比較してコアセルベー
ション能が向上することが示された。次に、エラスチン様ペプチドのバイオマテリアル
への応用を考え、正常ヒト皮膚線維芽細胞（以下 NHDF と略）に対する相互作用を評
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価した。その結果、(FPGVG)5は NHDF に対して、毒性などを示さないことが確認され
た。続いて、化粧品素材としての応用を考え 3 次元培養表皮に対する保湿性試験及びマ
ッシュルーム由来チロシナーゼ阻害試験を行った。その結果、3 次元培養表皮に対する
保湿性は動物由来水溶性エラスチンや有用成分と比較すると低いものの、濃度 0%（コ
ントロール）との間に有意な差が見られた。マッシュルーム由来チロシナーゼに対して
も同様に、僅かながら阻害活性を示した。次に、細胞組織工学における温度応答性培養
皿への利用を目指した検討を行った。通常、細胞培養において細胞を回収する際、トリ
プシンなどの酵素処理を行う。しかし、温度応答性培養皿は、酵素を用いることなく、
温度処理（培養温度よりも温度を下げる）のみで細胞を回収することを可能とする。そ
のため、細胞と細胞との結合を保持したままの細胞シートを得ることができることから、
再生医療の分野において大きく貢献する素材となりうる。そこで、(FPGVG)5 の温度依
存的なコアセルベーション特性を利用し、温度応答性培養皿の作製検討を行った。その
結果、温度処理のみで培養皿上から細胞の剥離が確認された。また、DDS 担体の作製
検討として γ 線照射することにより(FPGVG)5は、粒子径が 500 nm 程度の安定したナノ
粒子の作製に成功した。 
最後に第 5 章を結論とし、本研究の成果をまとめた。 
本研究では、動物組織由来水溶性エラスチンの精製方法、将来的な応用を見据えた科
学的根拠の実証、さらに水溶性エラスチンを含む有用成分の抽出方法の確立を行った。
また、エラスチン様合成ペプチドに対する応用検討を行い、エラスチンが素材として十
分に使用可能であることを示す様々な知見を得ることができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7 
 
略語一覧 
DDS  Drug Delivery System 
Des  Desmosine 
DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DOPA  3, 4-Dihydroxy-L-Phenylalanine 
D.W.  Distiled Water 
FBS   Fetal Bovine Serum 
Fmoc  9-Fluorenylmethyloxycarbonyl 
HPLC  High-Performance Liquid Chromatography 
Hyp  Hydroxyproline 
Ide  Isodesmosine 
LabCyte  LabCyte EPI-MODEL 12 
NHDF  Normal Human Dermal Fibroblasts Cells 
PBS  Phosphate Buffered Saline 
TFA  Trifluoroacetic Acid 
Ala (A)  Alanine 
Gly (G)  Glycine 
Phe (F)  Phenylalanine 
Pro (P)  Proline 
Val (V)  Valine 
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1-1. エラスチンの特徴 
エラスチンはゴムのように伸縮性に富む一方、張力に対する抵抗性はコラーゲンに比
べて極めて弱いという特徴を有している。また、ウラン－鉛染色後の電子顕微鏡写真で
は、弾性線維は染色性に乏しく均一無構造の中心部（amorphous component）と周囲の電
位密度の高い微細繊維（microfibril）から構成されている。エラスチンは不溶性タンパ
ク質であり、可溶化液として容易に抽出することができないことから、可溶性タンパク
質であり可溶化液が抽出できるコラーゲンと比べて、著しく研究が遅れている。両者は、
あらゆる組織・臓器において共存しており、これらのタンパク質がどのように存在する
かによって臓器の機能や病態が規定されている。例えば、皮膚において、若者では真皮
浅層まで線維成分が分布しており、鮮やかな紅色の膠原線維と共に表皮に対して平行に
走る弾性線維が認められる。一方、高齢者では表皮下は拡大し、線維成分は少なく、弾
性線維は糸くず状で、かつ表皮に対して垂直に分布している［1］。 
生体においてエラスチンの含有量が多いのは、大動脈に代表される弾性型動脈である。
弾性線維は帯状－板状を呈し、多数の小孔（fenestration）が認められ、有窓弾性板とよ
ばれている。健常者では、弾性線維と平滑筋細胞が交互に配列することにより明瞭な層
構造が形成されており、その間に僅かな膠原線維が介在している（Fig. 1）［1］。弾性線
維（エラスチン）は、全身諸臓器の機能や病態に深く関わっており、基礎・臨床を問わ
ず多くの研究がなされてきたが、エラスチン新生や代謝に関しては、未だに不明な点が
多く残されている。 
エラスチンのアミノ酸組成は Gly、Ala、Val、Pro が構成アミノ酸の 80%以上を占め、
特に Gly 量は全体の約 1/3 である。さらにエラスチン特有の架橋アミノ酸として、デス
モシン（Desmosine；以下 Des と略）やイソデスモシン（Isodesmosine；以下 Ide と略）
が含まれている。ヒドロキシプロリン（Hydroxyproline；以下 Hyp と略）は、コラーゲ
ンに比べごくわずかであり［2］、Met は存在しない［3、4］。 
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Fig. 1. 大動脈の光学顕微鏡（Elastica van Gieson stain）［1］ 
弾性線維（褐色）と平滑筋細胞（黄色）が交互に配列しており、明瞭な層板構造（lamellar 
structure）が認められる。 
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1-2. エラスチン研究の歴史 
エラスチンは光学顕微鏡を使用することでしかその存在を確認することができなか
ったが、1902 年にエラスチンが煮沸処理に抵抗し残渣として残ることが初めて報告さ
れた［5］。そして、1930 年代には研究の対象となり、現在に至るまで約 80 年以上が経
過した。エラスチン研究の始まりは、生体内の疾患における弾性組織の変化を明らかに
するため形態学的な研究であった［6］。1941 年に Lowry らによって組織からエラスチ
ンを可溶化する試みが成され［7］、その後 Lancing らの改良により hot – alkali 法が開発
された［8］。さらに、Partlidge らが熱シュウ酸処理により可溶性のエラスチンペプチド
を得ることに成功し、コアセルベーション能の有無で α‐エラスチンと β‐エラスチン
に分類した［9］。 
Loyd and Garrod は X 線解析を用いエラスチンの構造がゴム様構造に類似することを
明らかにし［10］、1963 年に Thomas、Partlidge らがエラスチンに特有な架橋アミノ酸で
あるデスモシンとイソデスモシンを発見した［11］。1969 年には、Sandberg らがトロポ
エラスチンを銅欠乏ブタの大動脈から単離した［12］。このエラスチンの前駆物質であ
るトロポエラスチンが得られるようになり、エラスチン新生過程に関する研究は飛躍的
に発展した。特に、Ross らを中心にエラスチンの生合成過程におけるミクロフィブリ
ルの役割が明らかとされた。1971 年、Ross and Bornstein らによってエラスチン新生に
おけるミクロフィブリルの役割が示された［13］。1970 年代は、分子生物学的手法の開
発・発展とともにエラスチンに関する遺伝子の検索が急速に発展した。1984 年、
Laboratory Investigation にエラスチンの生合成過程が詳細に掲載されているが［14］、そ
の内容は 20 年以上経っても大きな変化はない。1987 年、Idik らはヒトのエラスチン遺
伝子の全構造を明らかにし［15］、1989 年には Mecham らによりエラスチンに対して特
異的に結合し、細胞内に情報伝達を行うエラスチンレセプターを単離した［16］。1990
年、Foster はラットに IGF–1 を連続注入し、IGF–1 がエラスチン遺伝子の発現を促すこ
とを in vivo で証明した［17］。そして、遺伝子技術の発達から Mecham らや Weiss らが
大腸菌組換えによってトロポエラスチンを作製し、上述したような弾性線維やエラスチ
ン線維の形成過程の研究が進んでいる［18］。また、生体内のエラスチンペプチドを模
倣した合成ペプチドが数多く作製され、生理活性機能及び弾性機能の解明に対して研究
が行われている［19］。 
 
 
 
 
 
 
 
12 
 
1-3. 弾性線維とエラスチンの定義 
弾性線維とは形態学上用いられる言葉であり、結合組織に板状、線維状、紐状に存在
する線維で、“弾性線維に特異的な染色法で染色され、その他の膠原線維などからその
染色性を区別される線維”のことを指す［3］。通常、弾性線維染色には Elastica van Gieson、
Verhoeff hematoxilin、Resorcin-fuchsin、orcein 染色などがある。これらの染色で弾性線維
は不定形、波形に染色される。組織を伸展すると波形は消え、代わりに偏光が増加する。
電子顕微鏡写真では、弾性線維は膠原線維に見られるような周期構造を持たず、大きさ、
形に至るまでいかなる特徴も有さない。弾性線維は、主に弾性作用の芯になるエラスチ
ンと、線維のネットワークを作る微細線維であるミクロフィブリルから構成されている。
“エラスチン”のみを指す場合、この弾性線維の中に含まれるミクロフィブリル以外の
“不溶性タンパク質”を指す。 
エラスチンは血管、靭帯、肺、皮膚など、ほぼ全身の臓器・組織に分布する。すなわ
ち心臓（心外膜、心内膜、弁）、消化器（食道、結腸、胆嚢）、眼球、生殖器（子宮、膣）、
泌尿器（尿管、膀胱）、耳鼻咽喉（耳介、上顎洞、唾液腺）、乳腺、胸腺、リンパである。
これらの臓器は、循環、呼吸、吸収、排泄、分泌など生体における固体（食物、便）、
気体（空気、ガス）、液体（血液、分泌液）の運搬に関与している。エラスチンは、こ
れらの臓器の基本的機能に関連する弾性の保持に寄与している。弾性線維は、発生の段
階での形成において異常が生じた場合、各器官の機能が正常に成長するよう働く。しか
し弾性線維形成後では、糖化の過程で種々の因子の蓄積による弾性線維の破壊、変性、
修復の異常が起これば、器官は形態が変化し、機能が低下してしまう［3］。 
 
 
Table 1. 弾性線維とエラスチンの定義［3］ 
名称 定義 
弾性線維 
弾性線維特異染色にて染色される線維 
（抗エラスチン抗体免疫染色を含む） 
エラスチン トロポエラスチンが架橋して作られた不溶性タンパク質 
トロポエラスチン エラスチンの前駆タンパク質 
水溶性エラスチン 
（エラスチンペプチド） 
不溶性エラスチンを可溶化したもの 
α-エラスチン：シュウ酸処理で可溶化（高分子） 
β-エラスチン：シュウ酸処理で可溶化（低分子） 
κ-エラスチン：アルカリ+エタノールで可溶化 
エラスターゼ処理：通常好中球エラスターゼで消化 
エラスチンペプチド：ペンタペプチド、ヘキサペプチド、
各エクソンなど 
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組織において、特に肺や血管、靭帯などは弾性組織とよばれ、弾力性（張力に対する
抵抗）を示すことでその機能を発揮している。これらの組織の弾力性は弾性線維が担っ
ている。各組織に含まれるエラスチンの質量は、皮膚の真皮では 2‐3%に留まるが、肺
で約 20%、動脈で 28‐32%、靭帯では 70%に及ぶ。生体内においてエラスチンは、可
溶性の前駆体タンパク質であるトロポエラスチンが、高度に架橋したポリマーとして存
在する。トロポエラスチンは血管平滑筋細胞や線維芽細胞で生合成され、細胞外へと分
泌される。その後ミクロフィブリルの周囲や間隙に集合整列し、酵素リジルオキシダー
ゼにより分子間で適切に架橋されて網目構造を持つ不溶性の弾性タンパク質エラスチ
ンとなる（Fig. 2）。正常なエラスチンの形成には、このトロポエラスチンの規則的な自
己集合が重要である。この自己集合を“コアセルベーション”とよび、エラスチンの弾性
機能の発現にも深く関与していることが知られている［3、4］。 
 
 
 
 
Fig. 2. 生体内における弾性線維の形成［19］ 
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1-4. 水溶性エラスチンの精製 
エラスチンの構造と機能を分子レベルで解明することは、エラスチンが不溶性のため
困難である。哺乳類や鳥類の組織から、種々の操作で溶け出してくる物質を除いた最終
の不溶性残渣を一般にエラスチンと称している。この操作において最も困難な除去物質
は、エラスチンと共に弾性線維を構成するミクロフィブリル（システイン及び極性アミ
ノ酸、特に酸性アミノ酸に富む）である。古くから、種々の精製方法が開発されてきた
が、Lowry ら［7］及び Lancing ら［8］の熱アルカリ抽出法（0.1 N NaOH、98℃、45 分）
が現在でも広く用いられている。この方法の利点は、簡便で比較的高純度のエラスチン
が得られることであるが、過酷なためにエラスチンの分解を引き起こす欠点がある。こ
の欠点を解消する方法として、Partridge［9］らはオートクレーブ処理法を考案したが、
この方法では組織の種類によりミクロフィブリルの除去が不完全となる。次いで Miller
と Fullmer［20］は、5 M グアニジン塩酸抽出後のコラゲナーゼ消化法を考案し、Ross
と Bornstein［21］は、5 M グアニシン塩酸にジチオエリスリトールを還元剤として添加
する方法を見出し、ミクロフィブリルの除去を容易にした。さらに Richmond［22］は、
5 M グアニジン塩酸の代りに 6 M 尿素を使用する方法を考案し、Rasmussen［23］らは
エラスチン中にメチオニンが存在しないことに注目し、5 M グアニジン塩酸抽出後のギ
酸－BrCn 法を開発した。Sarafini-Fracassini［24］らは、エラスチンを分解する恐れのな
い高純度コラゲナーゼを使用して純度の高いエラスチンを精製した。 
一般に、成熟した大動脈や項靭帯、肺などの組織からエラスチンを精製する場合、元
来エラスチン含有量が多いため、上述した方法は十分有用である。しかしながら、エラ
スチン含有量が低くミクロフィブリル含有量が圧倒的に多い未熟な組織からエラスチ
ンを精製する場合、従来の方法では非常に困難である［25-27］。しかし、上村ら［28］
は受胎後 40 週齢のヒト新生児肺から、脱脂後、大量の 1 M NaCl を使用し不純物を徹底
して除去することにより、従来、困難であった未熟組織から高純度なエラスチンを単離
している。今までに多くの研究者によって、高純度のエラスチンを精製する試みがなさ
れてきたが、明確な基準は定められていなかった。近年では、エラスチンが健康食品な
どの素材として市場に多く出回るようになった。そこで、2012 年に日本健康・栄養食
品協会より「認定健康食品（JHFA）解説書：エラスチン食品」［29］が発行され、「エ
ラスチン食品」の基準が設けられた。哺乳類由来では、「エラスチンに特有のアミノ酸
であるデスモシンとイソデスモシンの合計がモル相対比で 0.2%（重量比で 1.0%）、魚
由来ではモル相対比で 0.04%（重量比で 0.2%）以上含むことが“エラスチン”である」と
されている。 
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1-5. 水溶性エラスチンの性質 
トロポエラスチンや高分子が含まれる水溶性エラスチンの水溶液は、低温（25℃以下）
では透明な均一溶液であるが、温度を体温（37℃）以上に上げていくと、分子が自己集
合し溶液は白濁する。この溶液をそのままの状態で放置すると、分子をわずかしか含ま
ない透明な平衡溶液（上層）と分子が濃縮された淡黄色の粘性のあるコアセルベート層
（下層）の二層に分離する。この過程は可逆的であり、温度を 25℃以下に冷却すると
再び元の透明な均一溶液となる（Fig. 3）。この可逆的な自己集合の特性が“コアセルベ
ーション”であり、正常なエラスチンの線維形成、さらには弾性機能の発現に重要な性
質である［3、4］。この現象は分光学的には吸光度計を用いて、可視領域の波長におけ
る吸光度を測定することで評価することができ、この方法を濁度測定とよぶ。温度が上
昇し、溶液が白濁した状態を光学顕微鏡により観察すると、エラスチンペプチドが集合
したナノオーダーサイズの“液滴”を観察することができる［1］。 
 
 
 
 
Fig. 3. 試験管内における水溶性エラスチンのコアセルベーション特性 
 
 
また、水溶性エラスチンは細胞遊走作用を有し、単球・マクロファージに対して遊走
活性を有することが報告されている［30-32］。遊走には、細胞内の cGMP 依存性プロテ
インキナーゼの活性化と cGMP の上昇が関与し［31、32］、これらの作用は非インテグ
リン型のエラスチンレセプターを介していることが分かっている。細胞接着については、
未だ詳細は解明されていないが、エラスチンの細胞接着性を示唆する報告がなされてい
る［33］。 
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1-6. コアセルベーション特性とアミノ酸組成 
Val-Pro-Gly-Xaa-Gly から成るエラスチン様ポリペンタペプチド(V1P2G3X4G5)nは、コア
セルベーションを示すモデルペプチドとして広く研究されている。ここで、配列中の 4
位の Xaa（以下 X4 と略）のアミノ酸側鎖の性質がコアセルベーションに大きく影響を
与える事が知られている［34-36］。 
また、これまでに poly(VPGVG)の各アミノ酸残基のコアセルベーションへの寄与を調
べる目的で、C 末端より 1 残基ずつアミノ酸を除去した poly(VPGV)、poly(VPG)、N 末
端を除去した poly(PGVG)が合成され、これらのポリペプチドのコアセルベーション特
性および分子構造が報告されている［37］。ポリペンタペプチドアナログの構造解析よ
り、コアセルベーション開始には Val1-Pro2 側鎖間の疎水相互作用により安定化した
Pro
2
-Gly
3 をコーナーにもつ β-ターン構造を縁に持ち、その β-ターンが繰り返して配置
された β-スパイラルが、Val1及び Val4の側鎖の分子間疎水相互作用によって自己集合す
ることが必須であることが示された［38、39］。VPGVG 配列の 3 位の Gly3を Ala に置
換した poly(VPAVG)では、自己集合の開始温度はあまり変化しないが、昇温と降温が一
致せず、不完全可逆的なコアセルベーション特性を示すことが報告されている［40、41］。 
コアセルベーション特性はアミノ酸組成の他に、ペプチドの鎖長にも影響を受けるこ
とが報告されており［36、41］、同じユニットでは鎖長（繰り返し回数）が大きいほど
コアセルベーションの開始温度は低温側へシフトする。 
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1-7. エラスチンを利用した応用研究 
1-7-1. 生理活性に基づく応用 
エラスチンは、組織の弾性に関与しており、健康と美容に直接的に関係が深いタンパ
ク質である［42］。しかし、老化などを始めとする様々な要因によって生体組織中の含
量が減少してしまう［43］。このため、生体組織中のエラスチン含量を増やすことが健
康的な生活の維持につながると考えられており、近年では水溶性エラスチンを摂取する
ことによる健康への好影響の報告がなされてきた［44］。同様に、肌質が改善されるこ
とが多数報告されており、単なる健康増進作用のみならず、美容における効果も期待さ
れる［45、46］。そのため、健康維持のための健康食品や化粧品素材としての応用がな
されるようになった。エラスチンと同様に細胞外マトリックス成分であるコラーゲンは、
生体組織に剛性を与える要素であり、市場における認知度が高く、化粧品素材において
保湿効果を発揮する素材として使用されている。この保湿効果を発揮する保湿剤は、皮
膚表面の水分を調整し潤いのあるしっとり感を与える目的で配合される。皮膚の構造に
おいて外界と接している角質層の水分量は、皮膚の健康維持や様々な刺激に対する防御
機能と密接に関係し、皮膚の老化防止、潤い、滑らかさなどに重要な役割を果たしてい
る。角質層の水分保持は、天然保湿因子（NMF）と皮脂膜によってコントロールされ
ているが、老化や外界からの刺激などで容易にその機能が低下する。このため、化粧品
でその保湿成分を補うことは、基礎化粧品の大切な効能の一つである。保湿成分として
は、生体成分と同じか類似の成分が注目され応用されている。皮膚最外層の角層はバリ
ア機能を有し、分子量 500 以上のものが角質層内部へ浸透することはないが、皮膚表面
を湿り気のある膜で覆うことにより、角質層内部からの水分蒸発が抑えることができる。
近年では、可溶化技術の進歩によりエラスチンもコラーゲンと同様化粧品素材として使
用され始め、保湿剤として効果が期待されている。化粧品は、その機能に応じて医薬部
外品薬用化粧品として効果を標榜することができ、その一つが日焼けによる色素沈着防
止、すなわち美白化粧品である。近年、美白効果を謳った商品が多く出回っているが、
白斑問題などにより安全性の高い天然素材に関する研究が盛んに行われている［47］。
肌の色や透明感と深く関わっているのがメラニンである。メラニンは、皮膚や髪などを
はじめ、動植物中に広く分布し、皮膚の基底層に存在するメラノサイト中のメラノソー
ムに存在する膜結合型の糖タンパク質であるチロシナーゼ酵素によって、チロシンが酸
化され、ドーパ、インドキノンを経て酸化的に重合し生合成される。メラニン自体は紫
外線を吸収し生体防御の役割を担っているが、過剰に生成されるとシミやくすみの原因
となるため、チロシナーゼの活性を抑制することにより、美白へと繋がる［48］。近年
では、エラスチンを配合した化粧品などが数多く見られるようになった。エラスチンは、
生体内に分布しているタンパク質であるため、その安全性に関しては問題無いと考えら
れるが、化粧品素材としての基礎的知見に関する報告は少ない。 
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1-7-2. バイオマテリアルへの応用 
エラスチン様ペプチドについては制御可能なコアセルベーション能の他、生体適合性
を有しているため様々なバイオマテリアルへの応用も期待されている。中でもDDS用の
担体としての利用について、着目されている。現在の薬物療法では、薬物の定期的な服
用や注射による投与が主流であるが、副作用発現の可能性が問題となることが多い。こ
の問題を改善するために注目されているのがDDSである。DDSとは、医薬品を体内の必
要な場所に必要な量を必要な時間だけ作用させることで副作用を軽減し、医薬品をより
効果的に使用できるようにするものである［49］。DDS用の担体として使用される物質
の多くは、生分解性や生体適合性に優れたものである。DDSの具体的な技術としては、
毎時間一定量の薬物を生体内へ放出する放出制御などが挙げられる［50］。 
また、組織工学における分野では細胞シート工学への利用も検討されている［51］。
従来の細胞回収方法では蛋白質分解酵素を用いるため、細胞と培養皿間の結合だけでは
なく細胞及び細胞外マトリックスまでも損なわれてしまう。そこで温度応答性培養皿の
開発によりこの問題は解決され、細胞をシート状に回収することが可能となった。温度
応答性培養皿には、温度変化によって、表面の性質が変化するポリアクリルアミド類の
ポリ N-イソプロピルアクリルアミド（PIPAAm）がコーティングされている。37℃では
表面が疎水性になり細胞が接着・増殖する。その後、20℃まで下げると表面は親水性に
なり細胞と細胞の接着がなされたシート状のまま回収することができる。この原理は、
エラスチンの有するコアセルベーションに類似しており、その応用が期待される。 
 
 
 
Fig. 4. 温度変化による細胞シートの回収［52］ 
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1-8. 本研究の目的 
エラスチンは、現在、健康食品や化粧品の分野ではコラーゲンやヒアルロン酸に次ぐ
有望な素材として注目されており、市場に出回るようになってきた。しかしながら、素
材としての科学的根拠を示す研究例は少ない。また、動物組織からの精製方法について
も様々な方法が存在し、エラスチン精製における効率化・簡便化を図ることは、今後の
エラスチン研究に対して大きく貢献することができる。 
そこで、第 2 章では動物組織から水溶性エラスチンを精製し、その精製方法の改良を
目的とした。精製物に対して、ゲルろ過クロマトグラフィーによる分子量分布の確認、
アミノ酸分析によるアミノ酸組成の評価、濁度測定によるコアセルベーション能の評価
を行い、水溶性エラスチンにおける精製の効率化・簡便化を評価した。得られた水溶性
エラスチンについて、ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験、マッシュルーム由来チ
ロシナーゼ阻害活性試験を行い、化粧品素材としての有用性を評価した。さらに、γ 線
照射によるナノ粒子化を行った。 
第 3 章では、水溶性エラスチン精製方法における更なる簡便化を図ると共に、動物組
織内に存在するエラスチン以外の有用成分にも着目し、エラスチンを含む有用成分を抽
出する検討を行った。得られた抽出成分について、水溶性エラスチンとの比較を行い、
エラスチン以外の有用成分が含まれていることを確認した。 
また、エラスチンはそのユニークな自己集合・解離の性質からバイオマテリアルや組
織工学など多方面への応用が期待されている。第 4 章では、当研究室において開発され
たフェニルアラニン含有短鎖型自己集合性ペプチドに着目し、素材としての評価を行っ
た。まず、フェニルアラニン含有短鎖型自己集合性ペプチドのコアセルベーション特性
を濁度測定により測定した。また、化粧品素材としての応用を考え、ヒト 3 次元培養表
皮を用いた保湿性試験、マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性試験を行った。さら
に、バイオマテリアルの素材として温度応答性培養皿への応用、γ 線照射によるナノ粒
子化の作製を行った。 
上記のように本研究では、天然からの動物組織由来水溶性エラスチン、化学合成した
エラスチン様ペプチドの 2 種類のエラスチンについて、応用への利用を目標とした基礎
検討を実施した。 
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第２章 
動物組織からの水溶性エラスチンの 
精製とその応用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
21 
 
2-1. Introduction 
第 1 章でも述べたように、エラスチンは脊椎動物に広く分布しており、哺乳動物では
項靭帯、大動脈、肺などに多く含まれている［3、4］。また、ヒトの皮膚にもコラーゲ
ンと共に存在し、肌の弾力性に重要な働きをしている。これまでウシの項靭帯がエラス
チンの原料として利用されてきた。しかし、2000 年代初頭に牛海綿状脳症（BSE）発生
後、ウシ由来エラスチンに対する安全性が懸念され始めた。そこで、同じ哺乳類の中で
食用としても使用されているブタが原料として注目されるようになった。ブタは首が短
いため、項靭帯組織が少ない。そのため、直径が 1.5‐3.0 cm あり、ヒトの大動脈に最
も近いと言われている大動脈がエラスチンを抽出する材料として用いられるようにな
った。ブタの大動脈は、食用としても利用されているが、多くが廃棄物として処分され
るため、ブタの利用価値を向上させるという点で意義がある。 
また、ヒトとの感染症の症例が無くアレルギー性が低いとされる海洋素材についても
注目されている。例えば魚類由来コラーゲンは、健康食品や化粧品材料として既にシェ
アを広げており、その他細胞培養に用いる足場といったバイオマテリアルへの応用研究
や使用もなされている［53］。過去の報告から、魚類の各組織におけるアミノ酸組成を
比較したところ、動脈球という組織のみにエラスチン特有の架橋アミノ酸である Des、
Ide の分布が認められた［53、54］。動脈球（Fig. 5-B）とは、魚類（硬骨魚）特有の組
織であり、心臓の心室から血管へ至る動脈幹で弾力性に富んでいる。内部は海綿状構造
で構成され、心臓からの血流により常に拡張と収縮を繰り返している。そして、この弾
力性によりえら毛細血管にかかる血圧を調整し、かつ血流を維持する働きを担っている。
また、組織電顕の結果、免疫染色により動脈球には 70‐80%のエラスチン（弾性線維）
が含まれていることが報告されている［55］。 
水溶性エラスチンの精製と可溶化方法については、第 1 章で述べたように多くの検討
がなされている。第 2 章では、まず精製方法の改良と精製物に対する品質改良を目的と
し、水溶性エラスチンを精製した。そして、得られた水溶性エラスチンの基礎評価を行
い、素材については化粧品素材として、またバイオマテリアルにおける DDS 担体とし
ての応用に関する評価を行った。 
 
 
 
Fig. 5. ブタ大動脈組織（A）とマグロ動脈球組織（B）［55］ 
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2-2. Materials 
Acetic Acid（特級）     和光純薬工業株式会社 
Acetonitrile（高速液体クロマトグラフ用）   和光純薬工業株式会社 
Desmosine      MP Biomedicals, LLC. 
DOPA (D9628-5G)     Sigma-Aldrich 
Gel Filtration Standard     Bio-Rad 
Isodesmosine      MP Biomedicals, LLC. 
LabCyte       株式会社ジャパン・ティッシュ・エンジニアリング 
L-ヒドロキシプロリン標準品    和光純薬工業株式会社 
Methanol（一級）     和光純薬工業株式会社 
Sep-Pak
®
 Vac 35cc (10 g) C18 Cartridges   ウォーターズ株式会社 
Spectra/Por
®
 3,500 cut     Spectrum Laboratories 
TFA（特級）      和光純薬工業株式会社 
Tyrosinase from mushroom (T3824-25KU)   Sigma-Aldrich 
アミノ酸混合標準液 H 型    和光純薬工業株式会社 
塩酸（HCl）（容量分析用）    和光純薬工業株式会社 
塩化ナトリウム（NaCl）（特級）    和光純薬工業株式会社 
ブタ真皮由来コラーゲンパウダー    株式会社 E&C ヘルスケアより提供 
水酸化ナトリウム（NaOH）（特級）   和光純薬工業株式会社 
ファームエラスチン®     株式会社 E&C ヘルスケアより提供 
ブタ大動脈脱脂組織     株式会社 E&C ヘルスケアより提供 
マグロ動脈球組織     株式会社 E&C ヘルスケアより提供 
マグロ動脈球由来水溶性エラスチン   株式会社 E&C ヘルスケアより提供 
リン酸水素二ナトリウム・12 水（特級）   和光純薬工業株式会社 
リン酸二水素ナトリウム 二水和物（特級）                   和光純薬工業株式会社 
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2-3. Methods 
2-3-1. 動物組織からの水溶性エラスチンの精製 
エラスチンを素材とする応用研究を実施するためには、まず生体組織から水溶性のエ
ラスチンを精製することが必須である。本研究では、ブタ大動脈組織あるいはマグロ由
来動脈球を使用し水溶性エラスチンの精製を行った。第 1 章に記述したように、エラス
チン精製方法は、数多くの方法が存在する。本研究では熱アルカリ処理法［43］に基づ
いて種々の検討を行った。 
 
2-3-1-1. ブタ大動脈脱脂組織からの水溶性エラスチンの精製 
エラスチン以外の可溶性タンパク質の除去を目的として、まずブタ大動脈脱脂組織
（10 g）に対して 10 倍容量の 1.0 M NaCl（100 mL）を加え 25℃で 15 分間撹拌した。そ
して、7.5 倍容量の 0.1 M NaOH（75 mL）を加えさらに 100℃で 10 分間撹拌した後、ろ
過を行い溶液の除去を行った。残った組織に対して再び 7.5倍容量の 0.1 M NaOH（75 mL）
を加え、予熱で 1 分間撹拌した後、ろ過を行い溶液の除去を行い、残った組織をブタ大
動脈組織由来不溶性エラスチンとして得た。次いで、5 倍容量の 0.2 M NaOH（50 mL）
を加え 100℃で 120 分間撹拌した後、氷で急冷し酢酸を用いて中和（pH 6.5）した。こ
の操作の際に生成された中和塩を除去するために、透析膜（Spectra/Por® 3,500 cut）を用
い電気導電率が 0 になるまで脱塩を行った（Fig. 6-A）。 
 
 
ブタ大動脈（脱脂組織） 
↓試料の 10 倍量の 1.0 M NaCl を加え撹拌（室温、15 分間） 
↓試料の 7.5 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（100℃、15 分間） 
↓濾過 
↓試料の 7.5 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（予熱、1 分間） 
↓濾過 
ブタ大動脈由来不溶性エラスチン 
↓試料の 5 倍量の 0.2 M NaOH を加え撹拌（100℃、120 分間） 
↓氷で急冷 
↓酢酸を用いて中和（pH 6.5） 
↓透析膜（Spectra/Pore® 3,500 cut）を用いて脱塩（4℃、4 日間） 
↓凍結乾燥 
ブタ大動脈由来水溶性エラスチン 
 
Fig. 6-A. ブタ大動脈組織からの水溶性エラスチン精製スキーム 
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2-3-1-2. マグロ動脈球組織からの水溶性エラスチンの精製 
エラスチン以外の可溶性タンパク質の除去を目的として、まずマグロ動脈球組織（10 
g）に対して 2 倍容量の 1.0 M NaCl（20 mL）を加え 65℃で 5 分間撹拌した。さらに 2
倍容量の 0.03 M NaOH（20 mL）を加え 5 分間撹拌した後、ろ過を行い溶液の除去を行
った。残った組織に対して再び 2 倍容量の 0.1 M NaCl（20 mL）を加え、65℃で 5 分間
撹拌し、さらに 2 倍容量の 0.03 M NaOH（20 mL）を加え 5 分間撹拌した後、ろ過を行
い溶液の除去を行い、残った組織をマグロ動脈球由来不溶性エラスチンとして得た。次
いで、2 倍容量の 0.1 M NaOH（20 mL）を加え 100℃で 80 分間撹拌した後、氷で急冷し
酢酸を用いて中和（pH 6.5）した。この操作の際に生成された中和塩を除去するために、
透析膜（Spectra/Por® 3,500 cut）を用い電気導電率が 0 になるまで脱塩を行った（Fig. 6-B）。 
 
 
マグロ動脈球組織 
↓試料の 2 倍量の 1.0 M NaCl を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓試料の 2 倍量の 0.03 M NaOH を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓濾過 
↓試料の 2 倍量の 0.1 M NaCl を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓試料の 2 倍量の 0.03 M NaOH を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓濾過 
マグロ動脈球由来不溶性エラスチン 
↓試料の 2 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（100℃、80 分間） 
↓氷で急冷 
↓酢酸を用いて中和（pH 6.5） 
↓透析膜（Spectra/Pore® 3,500 cut）を用いて脱塩（4℃、4 日間） 
↓凍結乾燥 
マグロ動脈球由来水溶性エラスチン 
 
Fig. 6-B. マグロ動脈球組織からの水溶性エラスチン精製スキーム 
 
 
2-3-2. 水溶性エラスチンの精製及び精製物に対する改良 
エラスチンの素材としての応用、特に健康食品や化粧品を考えたとき、精製のスケー
ルや簡便性といった課題をクリアすることが必要となる。そこで、水溶性エラスチンの
精製方法及び精製物の分画に対する検討を行った。 
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2-3-2-1. 脱塩方法の検討 
前述した動物組織からの水溶性エラスチンの精製方法（2-3-1-1、2-3-1-2）と同様の方
法を用い、脱塩方法における検討を行った。まず、動物組織から不溶性エラスチンを得
た後、熱アルカリ処理を行い酢酸にて中和を行った。そして、この中和の操作において
生成された中和塩を除去するために、これまで用いてきた透析膜（Spectra/Por® 3,500 cut）
に加え、オクタデシルシリル基（C18）が重鎮された固相抽出カラムである Sep-Pak®（溶
出液；5% CH3CN/H2O + 0.1% TFA : 95% CH3CN/H2O + 0.1% TFA=50 : 50）を使用した。
操作の詳細は、Fig. 7-A、B に示した。 
 
 
ブタ大動脈（脱脂組織） 
↓試料の 10 倍量の 1.0 M NaCl を加え撹拌（室温、15 分間） 
↓試料の 7.5 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（100℃、15 分間） 
↓濾過 
↓試料の 7.5 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（予熱、1 分間） 
↓濾過 
ブタ大動脈由来不溶性エラスチン 
↓試料の 5 倍量の 0.2 M NaOH を加え撹拌（100℃、120 分間） 
↓氷で急冷 
↓酢酸を用いて中和（pH 6.5） 
↓透析膜（Spectra/Pore® 3,500 cut、4℃、4 日間）、または Sep-Pak®を 
用いて脱塩 
↓凍結乾燥 
ブタ大動脈由来水溶性エラスチン 
 
Fig. 7-A. ブタ大動脈脱脂組織からの水溶性エラスチン精製における脱塩方法の検討スキーム 
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マグロ動脈球組織 
↓試料の 2 倍量の 1.0 M NaCl を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓試料の 2 倍量の 0.03 M NaOH を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓濾過 
↓試料の 2 倍量の 0.1 M NaCl を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓試料の 2 倍量の 0.03 M NaOH を加え撹拌（65℃、5 分間） 
↓濾過 
マグロ動脈球由来不溶性エラスチン 
↓試料の 2 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（100℃、80 分間） 
↓氷で急冷 
↓酢酸または塩酸を用いて中和（pH 6.5） 
↓透析膜（Spectra/Pore® 3,500 cut、4℃、4 日間）、または Sep-Pak®を 
用いて脱塩 
↓凍結乾燥 
マグロ動脈球由来水溶性エラスチン 
 
Fig. 7-B. マグロ動脈球組織からの水溶性エラスチン精製における脱塩方法の検討スキーム 
 
 
2-3-2-2. ブタ由来水溶性エラスチンのコアセルベーション法による分画 
水溶性エラスチンの分子量は、低分子から高分子まで幅広く分布している。そこで、
簡易的に大きく 2 つの画分に分画し、それぞれがどのような活性を示すかを検討した。
工業的に製造されたブタ由来水溶性エラスチンであるファームエラスチン®を、温度に
対して可逆的な性質であるコアセルベーションによって 2 つの画分に分画した。ファー
ムエラスチン®がコアセルベーションを示す濃度（160 mg/mL）に D.W.で調製し、65‐
75℃の湯浴で温め 2 層に分離（コアセルベーション）させた。その後、遠心分離（5,000 
rpm、2 分、40℃）により上清（画分 1）と沈殿（画分 2）に分離し、凍結乾燥を行った
（Fig. 8）。 
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Fig. 8. コアセルベーション法による分画スキーム 
 
 
2-3-3. 水溶性エラスチンの基礎評価 
動物組織から精製した水溶性エラスチンについて、分子量の分布、アミノ酸組成、濁
度測定によるコアセルベーション能における基礎評価を行った。 
 
2-3-3-1. ゲルろ過クロマトグラフィーによる分子量分布の確認 
HPLC（1220 Infinity LC System（Agilent Technologies, CA, USA））において TSK gel 
G2000 SWXL カラム（7.8×300 mm, 5 μm; Tosoh Co., Tokyo, Japan）を使用し、ゲルろ過ク
ロマトグラフィーにより分子量分布を確認した。溶離液として 0.3 M NaCl を含んだ 50 
mMリン酸緩衝液（pH 6.9）を用い、流速0.2 mL/min、波長220 nm、試料の濃度は1.0 mg/mL
（溶媒；D.W.）で分析を行った。標準試料として、分子量 1,350－670,000 が混合された
標準試薬（Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA）を使用した。 
 
2-3-3-2. アミノ酸組成の評価 
試料を 6 M HCl で濃度 1.0 mg/mL へ調製し減圧下で N2置換を行い、110℃で 48 時間
加水分解を行った。その後、6 M HCl を N2にて風乾させ、0.02 M HCl で再び溶解させ
た。そして、日立高速アミノ酸分析計 L-8900（Hitachi High-Technologies Co., Tokyo, Japan）
によってアミノ酸分析を行った。 
 
2-3-3-3. 濁度測定によるコアセルベーション能の評価 
試料を D.W.によって種々の濃度に調製し、コアセルベーション能の有無を確認した。
測定にはペルチェ式温度コントローラー付き分光光度計（JASCO: V-560, JASCO Co., 
Tokyo, Japan）を用いて温度変化率 0.5℃/ min、波長 400 nm、N₂気流下において吸光度
の変化を測定し濁度測定を行った。測定温度は 5‐65℃の間で、温度上昇・降下におけ
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る測定を行った。また、水溶性エラスチンをブタ真皮由来コラーゲン（株式会社 E&C
ヘルスケア社製；以下 E&C 社製と略）と混合した場合のコアセルベーション能を確認
するため、各々の混合物における濁度測定も行った。この際、温度上昇のみの測定を行
った。 
 
2-3-4. 水溶性エラスチンの素材としての応用検討 
上記の基礎検討をもとに、水溶性エラスチンが素材として応用可能かを下記の 3 項目
に渡り応用検討を行った。 
 
2-3-4-1. ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験 
ヒト 3 次元培養表皮は、LabCyte EPI-MODEL 12（株式会社ジャパン・ティッシュ・
エンジニアリング、以下LabCyteと略す）を用いた。試料を用いて試料濃度 0.02%、0.1%、
1.0% (w/w) に調製した。試験は、試料溶液の複数回適用の検討を行った。まず、LabCyte
の培養皮膚上に試料溶液または対照の溶液（D.W.）を 200 µL 適用し、培養皮膚を 32℃
に保温した恒温振盪器に 30 分間放置した。皮膚表面の溶液を除去した後に、32℃で 1
時間乾燥した。ここまでを 1 サイクルとして、この操作を合計 3 サイクル繰り返した。
その後、培養カップから皮膚のみを取り出し、電子天秤により湿重量を測定した。最後
に、皮膚を 60℃以上 80℃以下に保った乾燥機で 24 時間乾燥し、電子天秤により乾燥重
量を測定した。同様にして濃度調製に用いた D.W.を培養皮膚上に適用し、対照実験（コ
ントロール）とした。以下の式により、皮膚内含水率を求めた。また、Dunnett 検定を
用いた有意差検定を行い、P < 0.05 の時に有意差があるとした。なお、工業的に製造さ
れたブタ由来水溶性エラスチン（ファームエラスチン®）を試料として用いる際には、
オクタデシルシリル基（C18）が充填された Sep-Pak®を使用し前処理を行った。 
 
 
皮膚内含水率（%） =
湿重量− 乾燥重量
湿重量
× 100 
 
 
2-3-4-2. マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性試験 
酵素反応は 96 穴マイクロプレートにて行った。マイクロプレートの各ウェルに 1/15 
M リン酸緩衝液（pH 6.8）100 μL、40 U/mL チロシナーゼ（マッシュルーム由来）溶液
40 μL、D.W.で調製した濃度 1.0 mg/mL あるいは 10、20 mg/mL の阻害剤溶液 20 μL を加
え充分混合攪拌し 25℃で 3 分間プレインキュベートした。その後基質として 2.5 mM 
DOPA 50 μL を添加した。添加後直ちに 490 nm における吸光度（As 0）を測定し、更に
25℃で 10 分間反応をさせ、再度吸光度（As 10）を測定した。試料溶液 20 μL の代わり
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に D.W. 20 μL を加えた系（Ab）、及び酵素溶液 40 μL の代わりに緩衝液 40 μL を加えた
系（Ac）において同様に反応させ、それぞれの場合における反応開始直後および 10 分
後の吸光度（Ac 0、Ac 10 及び Ab 0、Ab 10）を測定した。この時の吸光度測定にはマ
イクロウェルプレート測定用全自動比色計（バイオテック；ImmunoMini NJ-2300）を使
用し、基質溶液の光酸化を防ぐ為、遮光した状態で実験を行った。チロシナーゼ阻害活
性は以下の式により算出した。また、Dunnett 検定を用いた有意差検定を行い、P < 0.05
の時に有意差があるとした。なお、工業的に製造されたブタ由来水溶性エラスチン（フ
ァームエラスチン®）を試料として用いる際には、オクタデシルシリル基（C18）が重鎮
された Sep-Pak®を使用し前処理を行った。 
 
チロシナーゼ阻害率（%） = 100 −
（As 10 − Ab 10）−（As 0 − Ab 0）
（Ac 10 − Ac 0）
× 100 
 
 
2-3-4-3.  γ 線照射によるナノ粒子化及び粒子測定 
大阪府立大学産官学研究所の 60Co γ線照射施設にて γ線照射を行った。照射前に Table 
2 の温度に設定した恒温槽を利用し、試料溶液の分子が集合し白濁した状態つまりコ
アセルベーションをしている状態にした。そして、コアセルベーションの状態が継続
する温度の湯を入れた魔法瓶に移した。その後、γ 線を 2 時間で 10 kGy 照射した。試
料には、マグロ動脈球由来水溶性（E&C 社製）、あるいは本研究で精製したブタ大動
脈由来水溶性エラスチンとブタ真皮由来コラーゲン（E&C 社製）を用いたエラスチン
とコラーゲンの混合物を使用した。ブタ大動脈由来水溶性エラスチンとブタ真皮由来
コラーゲンとの混合物については、γ 線照射前後における粒子径の測定を行った。γ 線
照射時の条件を Table 2 に示した。γ 線照射前後の試料溶液は、それぞれ温度が 5℃と
コアセルベーションを行う温度条件下で Zeta Potential/Particle Sizer （NICOMPTM 380 
ZLS）により粒子径を測定した。 
 
 
Table 2. 使用した試料と γ 線照射時の条件 
試料 Ela:Col 濃度（mg/mL） 加熱温度（℃） 
マグロ動脈球由来水溶性エラスチン － 10 
40 
ブタ大動脈由来水溶性エラスチン（Ela）と
コラーゲン（Col）の混合物 
1:10 10 
1:40 25 
1:50 10 
1:50 25 
1:50 25 60 
Ela；Elastin Col；Collagen 
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2-4. Results 
2-4-1. 水溶性エラスチンの収量・収率 
動物組織から透析で脱塩を行い精製された水溶性エラスチンの収量・収率について、
Table 3 に示した。また、異なる脱塩方法によって得られたブタ大動脈由来水溶性エラ
スチンおよびマグロ動脈球由来水溶性エラスチンの収量・収率を、それぞれ Table 4、5
に示した。 
Table 3 よりマグロ動脈球よりもブタ大動脈の方が、精製される水溶性エラスチンの
収量が多い傾向が見られた。次に、Table 4 より異なる脱塩方法において得られたブタ
大動脈由来水溶性エラスチンを比較すると、これまで用いてきた透析よりも Sep-Pak®
の方が高い収量・収率であった。そして、Table 5 においても同様の結果であり、透析
よりも Sep-Pak®における収量・収率が高い値であった。 
 
 
Table 3. 動物組織由来水溶性エラスチンの収量・収率 
由来 使用した重量（g） 収量（g） 収率（%）* 
ブタ大動脈 10 1.84 18.4 
マグロ動脈球 10 0.86 08.6 
*収率は、使用した重量に対する収量の割合を算出した。 
 
 
Table 4. 脱塩方法の検討において得られたブタ大動脈由来水溶性エラスチンの収量・収率 
脱塩方法 使用した重量（g） 収量（g） 収率（%）* 
透析 3.33 0.299 9.97 
Sep-Pak
®
 3.33 0.368 12.3 
*収率は、使用した重量に対する収量の割合を算出した。 
 
 
Table 5. 脱塩方法の検討において得られたマグロ動脈球由来水溶性エラスチンの収量・収率 
脱塩方法 使用した重量（g） 収量（g） 収率（%）* 
透析 9.00 1.360 15.1 
Sep-Pak
®
 1.00 0.174 17.4 
*収率は、使用した重量に対する収量の割合を算出した。 
また可溶化には組織を 10 g使用し、得られた可溶化液の 1/10量をSep-Pak®に使用した。 
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2-4-2. 水溶性エラスチンの分子量分布 
ゲルろ過クロマトグラフィーによって、得られた動物組織由来水溶性エラスチンの分
子量分布を Fig. 9‐11 に示した。Fig. 9‐11 中の標準試料の溶出時間は、左から（i）チ
ログロブリン（分子量 670,000）、（ii）γ－グロブリン（分子量 158,000）、（iii）オボア
ルブミン（分子量 44,000）、（iv）ミオグロビン（分子量 17,000）、（v）ビタミン B12（分
子量 1,350）である。 
Fig. 9 より、ブタ大動脈由来およびマグロ動脈球由来水溶性エラスチンは、分子量約
1,350 から 670,000 にかけて幅広く分布した。各々の分子量を比較するとブタ大動脈由
来では、670,000 以上が 9.82%存在し、マグロ動脈球由来では 5.26%であった。しかし
ながら、44,000 以上の分子量で各々を比較すると、ブタ大動脈由来とマグロ動脈球由来
はそれぞれ 42.84%、52.81%であり、マグロ動脈球由来における割合の方がわずかに高
い比率であった。 
異なる脱塩方法で精製したブタ大動脈由来水溶性エラスチンの分子量分布を Fig. 10
に示す。Fig. 10 (a)は分子量 1,350 から 670,000 にかけて分布し、同様の方法で精製した
Fig. 9 (a)と同様の分子量の幅で分布したが、各分子量分布の割合が異なった。異なる脱
塩方法における分子量分布の割合を比較すると、Sep-Pak®における分子量が大きく異な
り、670,000 付近の分子量が観察されなかった。透析における最大のピークが 52 分であ
り、そのときの分子量約 4,200 以上がそれぞれ 70.49%、48.97%、52.69%であり、透析
において最も高い値であった。 
異なる脱塩方法で精製したマグロ動脈球由来水溶性エラスチンの分子量分布を Fig. 
11 に示す。Fig. 11（a）は分子量 1,350 から 670,000 にかけて分布し、同様の方法で精製
した Fig. 9（b）と同様の分子量の幅で分布したが、各分子量分布の割合が異なった。異
なる脱塩方法における透析、Sep-Pak®の分子量分布の割合を比較すると、Sep-Pak®では
透析において見られた分子量 670,000 付近のピークが減少し、比較的透析の方が高分子
量の分布が高かった。透析における最大のピークが 48 分であり、そのときの分子量約
9,500 以上がそれぞれ 71.73%、60.71%であり、透析の方が高い値であった。 
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Fig. 9. 動物組織由来水溶性エラスチンのゲルろ過クロマトグラフィーによる分子量分布 
標準試料：（i）チログロブリン（分子量 670,000）、（ii）γ－グロブリン（分子量 158,000）、
（iii）オボアルブミン（分子量 44,000）、（iv）ミオグロビン（分子量 17,000）、（v）ビ
タミン B12（分子量 1,350） 
 
 
 
 
Fig. 10. 脱塩方法が異なるブタ大動脈由来水溶性エラスチンの 
ゲルろ過クロマトグラフィーによる分子量分布 
標準試料：（i）チログロブリン（分子量 670,000）、（ii）γ－グロブリン（分子量 158,000）、
（iii）オボアルブミン（分子量 44,000）、（iv）ミオグロビン（分子量 17,000）、（v）ビ
タミン B12（分子量 1,350） 
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Fig. 11. 脱塩方法が異なるマグロ動脈球由来水溶性エラスチンの 
ゲルろ過クロマトグラフィーによる分子量分布 
標準試料：（i）チログロブリン（分子量 670,000）、（ii）γ－グロブリン（分子量 158,000）、
（iii）オボアルブミン（分子量 44,000）、（iv）ミオグロビン（分子量 17,000）、（v）ビ
タミン B12（分子量 1,350） 
 
 
 
 
2-4-3. 水溶性エラスチンのアミノ酸組成 
Table 6 に動物組織より精製した水溶性エラスチンのアミノ酸組成（モル相対比%）を
示した。ブタ大動脈由来とマグロ動脈球由来水溶性エラスチンを比較すると、それぞれ
を構成しているアミノ酸に大きな違いが見られた。特に、Gly、Ala、Val、Pro をはじめ
とする疎水性アミノ酸、またエラスチンに特有である架橋アミノ酸の Des、Ide におい
てマグロ動脈由来は低い値であった。 
Table 7、8 にそれぞれ異なる脱塩方法により得られたブタ大動脈由来およびマグロ動
脈球水溶性エラスチンのアミノ酸組成を示した。これらの結果から、異なる脱塩方法に
よる大きなアミノ酸組成の変化は見られなかった。しかしながら、Des、Ide の値に着目
するとブタ大動脈由来およびマグロ動脈球由来水溶性エラスチンにおいて透析と
Sep-Pak
®では、僅かな変化が見られた。 
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Table 6. 動物組織由来水溶性エラスチンのアミノ酸組成の比較（モル相対比%） 
成分名 ブタ大動脈由来 マグロ動脈球由来 
Asp+Asn  1.7  4.9 
Thr  0.4  3.5 
Ser  0.5  3.6 
Glu+Gln  4.2  7.3 
Gly 21.7 22.7 
Ala 19.7 10.8 
Val 10.3  7.7 
Met  0.2  0.4 
Ile  2.4  3.1 
Leu  8.1  5.4 
Tyr  2.0  3.1 
Phe  4.6  3.5 
Lys  1.5  2.6 
His  0.2  1.0 
Arg  0.4  3.6 
Hyp  1.9  1.6 
Pro 19.4 15.2 
Des   0.33   0.02 
Ide   0.35   0.06 
Des+Ide   0.68   0.08 
Gly+Ala+Val+Pro 71.2 56.4 
Asp+Glu  5.9 12.2 
Lys+His+Arg  2.1  7.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
35 
 
 
Table 7. 脱塩方法が異なるブタ大動脈由来水溶性エラスチンのアミノ酸組成の比較 
（モル相対比%） 
成分名 透析 Sep-Pak® 
Asp+Asn  1.0  0.9 
Thr  0.2  0.2 
Ser  0.3  0.3 
Glu+Gln  2.7  2.3 
Gly 30.8 31.9 
Ala 25.4 21.9 
Val 13.5 14.0 
Met  0.1  0.1 
Ile  1.5  2.2 
Leu  5.7  6.2 
Tyr  1.4  1.4 
Phe  3.1  3.9 
Lys  0.9  1.2 
His  0.1  0.1 
Arg  0.2  0.2 
Hyp  1.2  1.3 
Pro 11.5 11.7 
Des   0.25   0.20 
Ide   0.22   0.18 
Des+Ide   0.48   0.33 
Gly+Ala+Val+Pro 81.1 79.4 
Asp+Glu  3.7  3.2 
Lys+His+Arg  1.2  1.6 
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Table 8. 脱塩方法が異なるマグロ動脈球由来水溶性エラスチンのアミノ酸組成の比較 
（モル相対比%） 
成分名 透析 Sep-Pak® 
Asp+Asn  3.1  3.1 
Thr  4.2  3.9 
Ser  2.1  2.0 
Glu+Gln  4.4  4.6 
Gly 41.1 40.9 
Ala  8.7  9.0 
Val  7.2  7.2 
Met  0.3  0.7 
Ile  2.6  2.4 
Leu  4.5  4.3 
Tyr  3.5  3.8 
Phe  2.9  2.7 
Lys  2.3  2.0 
His  0.6  0.5 
Arg  2.1  2.0 
Hyp  0.6  0.7 
Pro 10.0 10.2 
Des   0.01   0.02 
Ide   0.04   0.06 
Des+Ide   0.05   0.08 
Gly+Ala+Val+Pro 67.0 67.3 
Asp+Glu  7.6  7.7 
Lys+His+Arg  5.0  4.4 
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2-4-4. ブタ由来水溶性エラスチンの分画における収量・収率および分子量分布 
コアセルベーション法によって、ファームエラスチン®を分画したところ、上清とし
て得られた画分 1 は 89.3%、沈殿として得られた画分は 10.0%の収率で得られた（Table 
9）。 
ゲルろ過クロマトグラフィーによる分析では、それぞれの画分の分子量は約 1,350 か
ら 670,000 に渡り幅広く分布した（Fig. 12）。分画前のファームエラスチン®と画分 1 に
おけるクロマト波形は類似しており、今回使用したファームエラスチン®は比較的低分
子が多く存在した。画分 1、2 は、それぞれ分子量 1,000 から 44,000、2,000 から 670,000
に分布した。この結果から、コアセルベーション法により簡易的に低分子と高分子を分
画することが可能であることが分かった。 
 
Table 9. コアセルベーション法によって得られた画分の収量・収率 
画分 ファームエラスチン®（g） 収量（g） 収率（%）* 
1 
24 
20.0 83.3 
2 02.4 10.0 
*収率は、使用した重量に対する収量の割合を算出した。 
 
 
Fig. 12. コアセルベーション法によって得られた画分のゲルろ過クロマトグラフィー 
による分子量分布 
標準試料：（i）チログロブリン（分子量 670,000）、（ii）γ－グロブリン（分子量 158,000）、
（iii）オボアルブミン（分子量 44,000）、（iv）ミオグロビン（分子量 17,000）、（v）ビ
タミン B12（分子量 1,350） 
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2-4-5. 濁度測定によるコアセルベーション能の評価 
異なる脱塩方法により得られたブタ大動脈由来水溶性エラスチンの濁度測定結果を
Fig. 13 に示した。脱塩方法が透析では濃度 2.0 mg/mL で 20℃付近から吸光度が上昇し
た（Fig. 13（a））。すなわち、コアセルベーションを開始した。一方、Sep-Pak®では濃度
30 mg/mL でもコアセルベーションを示さなかった（Fig. 13（b））。この結果から、透析
により脱塩した試料はコアセルベーション能を有するということが分かった。 
異なる脱塩方法により得られたマグロ動脈球由来水溶性エラスチンの濁度測定結果
を Fig. 14 に示した。マグロ動脈球由来水溶性エラスチンについては、異なる脱塩法で
あっても濃度 2.0 mg/mL において緩やかな濁度曲線を示し、コアセルベーション能を有
した。しかしながら、マグロ動脈球由来水溶性エラスチン（凍結乾燥後の粉末）はやや
黒色を帯びており、そのため濃度 10 mg/mL における開始時の吸光度がブタ大動脈由来
水溶性エラスチンよりも高い値であった。 
 
 
Fig. 13. 異なる脱塩方法で精製したブタ大動脈由来水溶性エラスチンのコアセルベーション 
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Fig. 14.  異なる脱塩方法で精製したマグロ動脈球由来水溶性エラスチンのコアセルベーション 
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2-4-6. ヒト 3 次元培養表皮に対する保湿性の評価 
ファームエラスチン®とその画分 1、2 におけるヒト 3 次元培養表皮に対する皮膚内含
水率について、Table 10 にまとめた。 
Fig. 15 より、3 次元培養皮膚における皮膚内含水率はファームエラスチン®とその画
分 1、2 の添加濃度 0、0.02、0.1、1.0% (w/w) に対して、濃度依存的に向上する傾向が
見られた。 
Fig. 15（a）より、ファームエラスチン®は濃度 0.1、1.0% (w/w) において 0% (w/w) と
の間で有意差が確認された（P < 0.05）。しかしながら、8.0% (w/w) と濃度を増大させた
場合、皮膚内含水率は減少した。（b）より、ファームエラスチン®の画分 1 は、全ての
濃度において 0% (w/w) との間で有意差が確認された（P < 0.05）。（c）より、ファーム
エラスチン®の画分 2 は、1.0% (w/w) において 0% (w/w) との間で有意差が確認された
（P < 0.05）。画分 1（b）における 1.0% (w/w) は、0% (w/w) と比較して約 27.8%も皮膚
内含水率が向上した。 
 
 
 
Table 10. ファームエラスチン®および画分の皮膚内含水率 
No. 試料 濃度（% (w/w)） 皮膚内含水率（%） データ数（n） 
 
D.W. 0.0 49.40 ± 10.13
‡
 30 
A ファームエラスチン® 
0.02 37.39 ± 14.78
‡
 3 
0.10 58.44 ± 05.75
‡
 12 
1.00 65.68 ± 08.86
‡
 12 
8.00 52.42 ± 04.89
‡
 9 
B 画分 1（低分子） 
0.02 59.47 ± 04.93
‡
 12 
0.10 65.42 ± 05.75
‡
 12 
1.00 77.20 ± 07.75
‡
 12 
C 画分 2（高分子） 
0.02 52.50 ± 08.22
‡
 6 
0.10 55.90 ± 06.81
‡
 6 
1.00 66.57 ± 08.09
‡
 6 
‡標準偏差 
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Fig. 15. ファームエラスチン®および分画後の皮膚内含水率の比較 
（a）ファームエラスチン、（b）画分 1、（c）画分 2 
*P < 0.05 において有意差あり 
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2-4-7. マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性の評価 
動物組織から精製した水溶性エラスチンのマッシュルーム由来チロシナーゼの阻害
率を、Table 11 に示した。ブタ大動脈由来およびマグロ動脈球由来水溶性エラスチンは、
濃度依存的にチロシナーゼの活性を阻害した。また、それぞれ濃度 10、20 mg/mL の間
で有意差が確認された（P < 0.05、Fig. 16）。工場レベルで製造されたファームエラスチ
ン®（E&C 社製）は、本実験において精製したブタ大動脈由来水溶性エラスチンと比較
してマッシュルーム由来チロシナーゼに対する高い阻害率を示した。また、マグロ動脈
球由来水溶性エラスチンと比較して、ファームエラスチン®の方がより強い阻害率を示
した。 
 
 
Table 11. 動物組織から精製した水溶性エラスチンのチロシナーゼ阻害率 
水溶性エラスチン 濃度（mg/mL） 阻害率（%） データ数（n） 
ブタ大動脈由来 
10.0  0.80 ± 1.74
‡
 9 
20.0  3.97 ± 2.67
‡
 9 
マグロ動脈球由来 
10.0  5.09 ± 3.82
‡
 9 
20.0  7.75 ± 5.24
‡
 9 
ファームエラスチン® 
 
01.0 05.23 ± 1.81
‡
 15 
10.0 14.70 ± 2.08
‡
 15 
‡標準偏差 
 
 
 
 
 
Fig. 16. 動物組織から精製した水溶性エラスチンのチロシナーゼ阻害率の比較 
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2-4-8.  γ 線照射によるナノ粒子化 
2-4-8-1.  γ 線照射に用いる試料のコアセルベーション能 
透析処理後の E&C 社製マグロ動脈球由来水溶性エラスチンの濁度測定結果を Fig. 17
に示した。この試料についても、Fig.14 と同様にやや黒色を帯びていた。脱塩方法につ
いては、工場生産のため、当研究室で行っている方法とは異なる。そのため当研究室に
おいて、透析を 1 週間行ったところ、濃度 10 mg/mL で 15℃付近からコアセルベーショ
ンを開始し、コアセルベーション能を有した（Fig. 17）。 
ブタ大動脈由来水溶性エラスチンと E&C 社製ブタ真皮由来コラーゲンの混合物にお
ける混合比、および濃度が異なる濁度測定結果を Fig. 18 に示した。コラーゲンは、コ
アセルベーション能を有さないが、エラスチンと混合することでコアセルベーション能
を示した。また、混合比が 1:1（Fig. 18（a））と 1:50（Fig. 18（d））を比較すると、エ
ラスチンの含有量が減少する程、コアセルベーション開始温度が高温側にシフトするこ
とが確認できた。これは、コアセルベーション能が弱くなっていることを示し、同時に
混合物中のエラスチンが作用しコアセルベーションを示したと示唆している。 
 
 
 
 
Fig. 17. マグロ動脈球由来水溶性エラスチン（透析処理）のコアセルベーション 
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Fig. 18. ブタ大動脈由来水溶性エラスチンとコラーゲン混合物のコアセルベーション 
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2-4-8-2. 粒子径のサイズ 
Table 12 に、E&C 社製マグロ動脈球由来水溶性エラスチンに対する γ 線照射後の粒子
径を示した。粒子径は 372.4 ± 78.6 nm が 97.9%を占めた。しかしながら、4‐5 µm、5 µm
以上の粒子径も存在した。 
ブタ大動脈由来水溶性エラスチンと E&C 社製ブタ真皮由来コラーゲンの混合物につ
いて、5℃と Fig. 18 よりそれぞれの混合比において安定したコアセルベーションを示し
た温度である 40℃あるいは 60℃における粒子径の測定結果を Table 13-A に示した。測
定温度について 5℃と 40℃あるいは 60℃において比較すると、混合比 1:1、1:50 では粒
子径がそれぞれ 40℃あるいは 60℃の方が大きく、5℃の方が小さい傾向が見られた。混
合比が 1:4、1:5 では逆の傾向が見られた。 
Table 13-B に、Table 13-A の γ 線照射後の粒子径の測定結果を示した。試料は γ 線照
射後でも液体の状態であった。γ 線照射後の混合物における粒子径は、全てにおいて測
定温度が 5℃の方が小さく、60℃において大きい傾向が見られた。 
 
 
Table 12. マグロ動脈球由来水溶性エラスチンの γ線照射後の粒子径分布 
濃度（mg/mL） 粒子径（nm） 存在比（%） 
10 
041.7 ± 08.3 02.1 
372.4 ± 78.6 97.9 
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Table 13-A. ブタ大動脈由来水溶性エラスチンとコラーゲン混合物の 
異なる温度における粒子径分布（粒子径（nm）/存在比（%）） 
混合比 測定温度（℃） 
（濃度） 5 40 60 
1:1 
（10 mg/mL） 
20.4 ± 002.7 / 02.7 
58.8 ± 0007.1 / 02.3 
428.5 ± 0071.6 / 97.7 
－ 
93.4 ± 017.2 / 23.5 － 
613.4 ± 112.4 / 73.8 － 
1:4 
（25 mg/mL） 
11.6 ± 001.1 / 07.3 31.0 ± 0005.0 / 05.3 － 
207.5 ± 040.4 / 92.7 544.7 ± 0104.3 / 94.7 － 
1:5 
（10 mg/mL） 
11.6 ± 001.2 / 09.4 365.1 ± 0062.7 / 50.7 － 
283.2 ± 050.8 / 90.6 8186.4 ± 1079.0 / 49.3 － 
1:5 
（25 mg/mL） 
11.6 ± 001.3 / 16.1 391.5 ± 0066.9 / 51.2 － 
210.8 ± 042.0 / 83.9 1289.5 ± 0227.2 / 48.8 － 
 1:50 
（25 mg/mL） 
40.4 ± 006.0 / 35.1 － 57.7 ± 07.5 / 02.0 
2186.7 ± 521.3 / 64.9 － 454.4 ± 89.5 / 98.0 
 
 
Table 13-B. ブタ大動脈由来水溶性エラスチンとコラーゲン混合物の 
異なる温度における γ 線照射後の粒子径分布（粒子径（nm）/存在比（%）） 
混合比 
（濃度） 
測定温度（℃） 
5 40 60 
1:1 
（10 mg/mL） 
115.0 ± 015.3 / 025.8 1004.4 ± 0171.0 / 024.5 － 
3735.2 ± 653.2 / 074.2 8747.0 ± 1148.3 / 075.5 － 
1:4 
（25 mg/mL） 
12.0 ± 001.6 / 100.0 
1797.5 ± 0375.9 / 029.0 － 
8674.6 ± 1171.6 / 071.0 － 
1:5 
（10 mg/mL） 
12.0 ± 001.6 / 039.6 
1791.6 ± 0381.5 / 100.0 
－ 
129.8 ± 014.5 / 060.4 － 
1:5 
（25 mg/mL） 
12.1 ± 001.5 / 029.4 10.5 ± 0001.5 / 098.9 － 
48.5 ± 008.5 / 070.6 2672.7 ± 0363.0 / 001.1 － 
 1:50 
（25 mg/mL） 
809.3 ± 136.1 / 100.0 
－ 1110.3 ± 125.5 / 10.1 
－ 2903.5 ± 613.2 / 89.9 
 
 
 
 
47 
 
2-5. Discussion 
ブタ大動脈組織あるいはマグロ動脈球組織から精製された水溶性エラスチンは、精製
に使用した組織量に対して、約 10‐20%の収率で得られた。生体内におけるエラスチン
の含有量は、組織や生物種によって異なっていることが示唆された。本研究において用
いたブタ大動脈組織とマグロ動脈球組織は、生物種も部位も異なるため、水溶性エラス
チンとして精製される収量・収率において、大きな差異が見られると考えられた。Table 
3 において、ブタ大動脈由来の方がマグロ動脈球よりも収量・収率が高かかった。しか
しながら、Table 4、5 において同様の方法で精製した場合においても水溶性エラスチン
の収率は、ブタ大動脈由来水溶性エラスチンでは、18%、10%、マグロ動脈球由来水溶
性エラスチンにおいても、8.6%、15.1%と精製物の収率に差が生じた。当研究室におけ
る過去の検討においても、おおよそ 10‐20%程度の収率であり、水溶性エラスチンの精
製方法は技術的に容易ではないということが明らかとなった。そこで、水溶性エラスチ
ン精製における簡便化を目指し、アルカリ性の可溶化液を中和することで発生する中和
塩の除去について着目した。これまでは、透析膜を用いた透析を一週間程行ってきたが、
試料の損失が最も懸念される操作であると同時に、時間と労力も必要であった。新たな
脱塩法として、オクタデシルシリル基（C18）が充填された固相カラムである Sep-Pak®
について検討を行った。操作は、非常に簡便であり、脱塩に必要となる時間は数時間程
度と透析と比較して極めて時間の短縮が可能となった。この方法において精製された水
溶性エラスチンの収量・収率は、ブタ大動脈由来およびマグロ動脈球由来において向上
した。 
動物組織由来水溶性エラスチンの分子量は、約 1,350 から 670,000 にかけて幅広い分
布であった。ブタ大動脈由来とマグロ動脈球由来水溶性エラスチンの分子量を比較する
と、ブタ大動脈由来の方が比較的高分子の含有率が高かった（Fig. 9-11）。しかしながら、
同様の方法で作製したにもかかわらず分子量の分布は変化した。分子量の変化からも、
全く同一の水溶性エラスチンの精製は容易ではないことがいえる。脱塩方法によって収
量・収率は変化したが、分子量の分布も同様に変化した。脱塩方法が透析において、含
まれている分子量の分布の割合は比較的高分子が高く、Sep-Pak®においてはその高分子
が取り除かれ低分子量の分布の割合が高くなった（Fig. 10、11）。これは、脱塩方法の
操作原理の違いによるものであると考える。透析は、用いる透析膜の孔のサイズ以下の
成分を排除する。それに対して、Sep-Pak®は充填されているオクタデシルシリル基（C18）
に対して試料を吸着させ、溶出液の疎水度の割合によって、目的物を溶出させる。この
ことから Sep-Pak®は操作において、少なからず試料の吸着が起こっていると考えられる。
そして、分子量分布の結果から、高分子が吸着されている可能性があるということが示
唆された。 
水溶性エラスチンにおける一つの指標は、エラスチンにのみ特有に存在する架橋アミ
ノ酸である Des、Ide の含有量である。日本健康・栄養食品協会より 2012 年に発行され
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た「認定健康食品（JHFA）解説書：エラスチン食品」において、水溶性エラスチンの
指標が定義されている。Des、Ide の含有量は、モル相対比において哺乳類由来で 0.2%、
魚由来では 0.04%、重量比に換算するとそれぞれ 1.0%、0.2%である［29］。Table 6‐8
において、上記した条件以上に Des、Ide の含有量が多く含まれており、本研究では高
純度で動物組織より水溶性エラスチンを精製することができたといえる。また、ブタ大
動脈およびマグロ動脈球由来水溶性エラスチンのアミノ酸組成は、異なる傾向が見られ
た。JHFA の示しているように Des、Ide の含有量については、ブタ大動脈由来水溶性エ
ラスチンにおいて高い含有量であった。一方、マグロ動脈球由来水溶性エラスチンはブ
タ大動脈由来よりも、Asp、Thr、Ser、Tyr、Lys、Arg の含有量が高い傾向にあり、親水
性アミノ酸が多く含まれていた。異なる脱塩方法により、精製された動物組織由来水溶
性エラスチンのアミノ酸組成において、各アミノ酸量に大きな変化は見られなかった。
このことから、脱塩方法の違いによりエラスチンを構成するアミノ酸組成は変化しない
ことが明らかになった。 
上述したとおり、水溶性エラスチンの分子量は、単一なものではなく幅広く分布して
おり、低分子、高分子に分画可能であるかを検討した。エラスチンに特有な性質である
コアセルベーションは、高温下で静置しておくと 2 層に分離しコアセルベート層を形成
し、その部分には高分子が集合している［57］。この性質を利用し、本研究では簡便に
コアセルベーション法によって分子量の異なる 2 つの画分に分画した。また、以降の実
験においても使用ができるよう量的確保と市販されている水溶性エラスチンに関する
知見を得る目的で、工業的に製造されたブタ大動脈由来水溶性エラスチンであるファー
ムエラスチン®を使用した。ファームエラスチン®は、当研究室において精製したブタ大
動脈由来水溶性エラスチンと同様に分子量約 1,350 から 670,000 にかけて幅広く分布し
たが、特に 44,000 以下の分布が多かった（Fig. 12）。コアセルベーション法によって得
られた画分 1、2 は、分子量 1,000 から 44,000、2,000 から 670,000 に分画され、これら
の収率を見ると画分 1 が約 90%を占め、ファームエラスチン®は、主に分子量 1,000 か
ら 44,000 で構成されていた。この結果から、コアセルベーション法による分画が可能
であった。 
濁度測定では、ブタ大動脈由来およびマグロ動脈球由来水溶性エラスチンにおいて異
なるコアセルベーションを示した。まず、ブタ大動脈由来はマグロ動脈球由来水溶性エ
ラスチンよりもわずかに低温側でコアセルベーションを開始し、直線的な濁度の変化を
示した。また、温度降下に伴った測定における結果は可逆的な濁度曲線を示し、測定開
始温度に戻った地点における吸光度の値は、ほぼ同様の値となった（Fig 13（a））。一方、
マグロ動脈球由来では、コアセルベーション能を有したものの緩やかな濁度曲線を示し、
温度降下に伴って吸光度の値も減少し可逆的な性質を示したものの、測定開始温度に戻
った地点における吸光度の値が、測定開始時よりも高い値であった（Fig. 14（b））。コ
アセルベーション能は、エラスチンの分子内・分子間の疎水性相互作用に起因している
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と報告されている［39、57］。アミノ酸分析の結果から、マグロ動脈球由来はブタ大動
脈由来水溶性エラスチンに比べ、親水性アミノ酸の含有量が多かったということが、こ
の結果に起因したと考える。一方、ブタ大動脈由来水溶性エラスチンにおいて異なる脱
塩方法で処理した場合、アミノ酸組成に大きな変化は見られなかったにもかかわらず
（Table 7）、コアセルベーション測定の結果は大きく異なった（Fig. 13）。エラスチン様
ペプチドの研究では、アミノ酸残基数の長さ・繰り返し回数によってコアセルベーショ
ン能が変化するという報告がある［41］。すなわちコアセルベーション能は、分子量に
も影響されうる。脱塩方法が透析と Sep-Pak®で得られた精製物は、分子量分布が異なっ
たため、コアセルベーション能が変化したと考える。Sep-Pak®で脱塩したブタ大動脈由
来水溶性エラスチンは低分子の成分が多かったため、コアセルベーション能を示さなか
ったと考えられる。 
水溶性エラスチンの応用として、基礎化粧品素材として重要である保湿性と美白効果
に着目し、検討を行った。実際に、実用化を目指し工業的に製造されている動物組織由
来水溶性エラスチンであるブタ大動脈由来水溶性エラスチンのファームエラスチン®
（㈱E&C 社製）を使用した。まず、ファームエラスチン®について保湿効果の確認を行
う前に、本実験で使用したファームエラスチン®には塩が多く含まれていたため、皮膚
上でエラスチンの効果のみを評価する目的で前処理として Sep-pak®を使用し、当研究室
において再び脱塩の操作を行った。試験対象として、ヒト正常表皮細胞を重層培養した
ヒト 3 次元培養表皮モデルである LabCyte EPI-MODEL 12 (LabCyte)を用いた。LabCyte
の表面上に対してエラスチン水溶液を添加し、タンパク質が変性しない程度の温度で人
為的に乾燥させた後、表皮にどのくらいの水分が留まっているかを測定し、皮膚内含水
率とした。Table 10 より、ファームエラスチン®は、表皮に水分を留めておく作用を有
した。その作用は濃度依存的に増加したため、添加したファームエラスチン®水溶液中
のエラスチンの質量が影響しているのではないかと考えられたが、添加濃度を 8.0% 
(w/w) まで増大させたところ、皮膚内含水率は反って低下した。この結果から、適切な
濃度を添加することで皮膚内含水率を保持することが可能であると示唆された。画分 1、
2についても同様の傾向が見られ、特に画分 1については、どの濃度においても 0% (w/w) 
との間に有意な差が確認され、濃度 1.0% (w/w) において 77.2%であった。 
水溶性エラスチンに多く含まれる Gly、Ala、Pro は、皮膚の水分量の維持や向上に寄
与しており、健康的な皮膚の状態を維持するという報告がある［58-60］。アミノ酸分析
から、水溶性エラスチン中にはこれらのアミノ酸が多く含まれており、皮膚内含水率の
向上に寄与したのではないかと考える。一般的に、角質層は分子量 500 以上のものを
透過・吸収することができないと言われている［61］。しかしながら、保湿効果を有す
ると言われるヒアルロン酸の研究において、分子量が 400,000 であるにもかかわらず表
皮、真皮を透過するといった報告がある［62］。この報告から、今回使用したファーム
エラスチン®の画分 1 において特に皮膚内含水率の向上が見られたのは、画分 1 がファ
ームエラスチン®や画分 2 と比較して低分子量の分布が高かったため、表皮を透過し保
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湿効果が向上したのではないかと考える。また、保湿効果を有すると知られているヒア
ルロン酸を経口摂取した場合、皮膚の水分量は 3 週間で約 10%向上したという報告があ
り、この結果と比較してもエラスチンの保湿効果は十分に期待できるものである［63］。 
美白効果を考えたとき、メラニンの合成を効果的に抑えることが広く研究されている
［64-66］。メラニンは、皮膚の色や色素沈着に大きく関与している［67］。ヒトでは、
メラニンは主にメラニン細胞で形成され、ジヒドロキシインドール前駆体の重合により
形成される黒色、褐色のユーメラニンとシステイン抱合前駆体の重合が伴うことによっ
て着色する赤色、黄色のフェオメラニンの 2 種類に分類される［68］。 
メラニンの合成は、ユーメラニンおよびフェオメラニンの各々の形成に共通の初期及
び律速反応（チロシンの L-DOPA への水酸化及び L-DOPA の DOPA キノンへの酸化）
に関与するチロシナーゼにより主に調整されている［69］。Table 11 から、チロシナー
ゼ阻害率はエラスチンの濃度依存的に抑制されており、エラスチンがメラニン合成反応
を穏やかに抑制することが明らかとなった。本実験においては、前項の実験で使用した
工業的に製造された水溶性エラスチンに加え、「2-3-1」で精製したブタ大動脈由来およ
びマグロ動脈球由来水溶性エラスチンも阻害剤として使用した。Fig. 16 より、「2-3-1」
で精製した水溶性エラスチンは、ブタ大動脈由来の濃度 10 mg/mL を除き、濃度 0 mg/mL
との間で有意差が確認された（P < 0.005）。また、ブタ大動脈由来よりもマグロ動脈球
由来水溶性エラスチンの方が、チロシナーゼ阻害率が高い傾向が見られた。これは、マ
グロ動脈球由来水溶性エラスチンにおいてTyrの含有量が多かったことに起因すると考
える。チロシナーゼは、生体内において Tyr に作用し、メラニンを生産していく。その
ため、マグロ動脈球由来水溶性エラスチンではブタ由来水溶性エラスチンと比較し競合
阻害が強く働いたのではないかと推測する。 
次に、バイオマテリアルとしての応用を考え γ 線照射による分子間架橋を行い、安定
した粒子の作製を行い、DDS 担体の作製に対する基礎検討を行った。エラスチンのよ
うな有機高分子は、γ 線照射によってポリペプチドの切断と架橋を引き起こすと報告さ
れている［70、71］。当研究室では、これまでブタ大動脈由来、またはカツオ由来水溶
性エラスチンにおいて同様の検討が行われ、それらの有用性が示された［53］。そのた
め、本実験においては新たな素材検討として、マグロ動脈球由来水溶性エラスチンおよ
びブタ大動脈由来水溶性エラスチンとコラーゲンの混合物について、検討を行った。ヒ
トの皮膚にはエラスチンが 1‐5%、コラーゲンが 70‐80%の割合で存在し、その比率
は約 1:50 であると言われている［64］。そこで、まずその混合比を模してエラスチンと
コラーゲンの混合物を調製したところ、コアセルベーション能を示したことは驚くべき
結果であった（Fig. 18）。そして、混合比を 1:1、1:4、1:5 と変化させても同様にコアセ
ルベーション能を示した。混合比が 1:1と1:50では含まれるエラスチン量は異なり、各々
の濁度測定結果を比較すると、エラスチン量の多い 1:1 においてコアセルベーション開
始温度が低温側であり、直線的に濁度の値が変化した（Fig. 18（a）、（b））。コアセルベ
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ーション能におけるコラーゲンの影響を確認するため、混合比 1:1（濃度 10 mg/mL）に
おけるエラスチン量をそのままでコラーゲン量を5倍にした混合比1:4（濃度 25mg/mL）
において測定を行った。その結果、一見大きな変化が見られないが、わずかにコアセル
ベーション開始温度が高温側にシフトしており、エラスチンとコラーゲン混合物におけ
るコアセルベーション能は、エラスチンに起因していることが分かった。混合比 1:5 に
おいて、濃度を 10、20、50 mg/mL で測定したところ、コアセルベーション開始温度に
大きな変化が見られなかったが、コアセルベーションを示した地点での吸光度の値が向
上した（Fig. 18（c））。これらのことから、コラーゲンはエラスチンのコアセルベーシ
ョン能を大きく阻害することはないが、吸光度の値を向上させる効果があることが示唆
された。また、通常コラーゲンは熱を加えることでゲルを形成するが、加熱後のエラス
チンとコラーゲンの混合物は溶液状態のままであった。 
マグロ動脈球由来水溶性エラスチンの場合、γ 線を照射することで、約 400 nm の粒
子が形成され大半を占めた。γ 線照射後の溶液で沈殿などが見られず、冷却してもゲル
化することがなく、安定した粒子を得ることができたといえる。また、架橋前のものに
ついても温度変化による粒子径の値を測定し架橋前後の結果を比較することで、架橋に
よりどのような現象が起きているかを、さらに詳細に推測することが可能であると考え
た。そのため、ブタ大動脈由来水溶性エラスチンとブタ真皮由来コラーゲンの混合物に
おいては、上述した測定を行った。一般的に、コラーゲンに対する γ 線照射は、コラー
ゲンの物理学的特性を向上させる。つまり、ゲル化やハイドロゲル化の作製のため目的
で行われる。コラーゲンは、γ 線照射によって水の電離で生じたヒドロキシルラジカル
（・OH）などによる間接的作用が働き、コラーゲン分子の架橋が起こる。ヒドロキシ
ルラジカルなどがタンパク質中のアミノ酸（特に含硫アミノ酸や芳香族アミノ酸）に作
用すると不対電子をもつ高分子ラジカル（マクロラジカル）となり、その分子間反応に
より架橋が起こっていると考えられている［72］。そこで、エラスチンと混合すること
でどのような変化が生じるかを検討した。使用したエラスチンとコラーゲンの混合比、
濃度、分子が集合している状態、つまりコアセルベーションを示している温度について
は、前項で得られた濁度測定の結果をもとにした。まず γ 線照射エラスチンとコラーゲ
ンの混合物の粒子径について、混合比が 1:1、1:50 では、温度が 5℃の時よりもコアセ
ルベーションを示す温度において粒子径が比較的小さくなっており、分子が寄り集まり
小さな集合体を形成していることが推測された。一方、1:4、1:5 では、前述した事象と
は逆に、コアセルベーションを示す温度において大きな粒子径の分布が多くなっており、
前者の混合比と比較すると大きな分子の集合体を形成していることが推測された
（Table 13-A）。これらのエラスチンとコラーゲンの混合物に対して γ 線照射することで、
ゲル、ハイドロゲルを形成することはなかったが、コアセルベーションを示す温度にお
いて γ 線照射前よりも大きな粒子径が測定された（Table 13-A）。特に 1:1、1:50 では測
定温度が 5℃において、他の混合比と比べても大きな粒子径が分布していた。本実験で
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は、エラスチンとコラーゲンの混合物において、完全に安定した粒子を得ることはでき
なかったが、エラスチンとコラーゲンを混合することでゲルやハイドロゲルではなく、
液体状の溶液を作製することができることが見出された。今後、混合比や濃度、または
γ 線の照射量などを検討することで安定した粒子の形成が可能となるだろう。エラスチ
ンの有機高分子への γ 線照射は、ポリペプチドの切断と架橋を引き起こすことが報告さ
れている［70］。従って、溶液状態において γ 線照射することで H2O が分解され、生じ
た OH・がエラスチン分子間に相互作用を引き起こしたと考えられる。しかし、エラス
チン分子のどのアミノ酸が架橋に関与しているかという点については、未だ不明であり
今後の研究課題となるだろう。また、γ 線照射の安全性についてであるが、60Co-γ 線照
射は一般的に殺菌殺虫、発芽防止などを目的に農作物や食品に応用されている。国際連
合食糧農業機関（FAO）や国際原子力機構（IEA）、世界保健機構（WHO）の食品照射
合同専門家委員会は 1980 年に 10 kGy 以下の照射食品の安全宣言を行っており、また
WHO は 1997 年にこの上限を撤廃し、30‐50 kGy の照射を受けた食品についても安全
宣言を行っている［73-76］。そのため、安全性における懸念は無いといえる。 
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第３章 
動物組織からの有用成分の抽出とその応用 
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3-1. Introduction 
第 2 章では、動物組織（ブタ大動脈、マグロ動脈球）より水溶性エラスチンを精製し、
精製方法における脱塩の簡便化と精製物に対する品質改善を行った。得られた精製物に
ついてエラスチンとしての基礎評価を行った結果、高純度な水溶性エラスチンが精製さ
れたことが確認された。また、動物組織から精製された水溶性エラスチンの応用を考え、
γ線照射によるエラスチン内の分子架橋を行った結果、安定した粒子の作製に成功した。
そして、化粧品素材としての有用性の評価を評価するため保湿剤や美白剤などに使用で
きるかヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験とマッシュルーム由来チロシナーゼ阻
害活性試験を行った。その結果、動物組織より精製された水溶性エラスチンは、化粧品
素材として有用な素材であることが確認された。しかしながら、動物組織からのエラス
チン精製には複雑な工程が必要であり、均質な試料を得ることが困難である。 
そこで、第 3 章では、エラスチンを含有する新たな素材の簡便な抽出方法を検討し、
水溶性エラスチンと同様に基礎的な評価を行った。さらにエラスチン以外の成分の同定
としてヒアルロン酸、ラミニンについて定量を行った。ヒアルロン酸については、ブタ
大動脈の内膜に 6.4%、中膜に 4.6%と合計 11%含まれていると報告されている［77］。
ラミニンは、基底膜を構成する高分子タンパク質でありコラーゲンなどの成分と結合し
合い、その構造を形成している。そのため、本研究においてこれらの成分が保持されて
いると推測した。得られた抽出物について化粧品素材に対する応用として、ヒト 3 次元
培養表皮を用いた保湿性試験、マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性試験を行った。 
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3-2. Materials 
「2-2. Materials」に記載した項目に加え、以下の試薬を使用した。 
Hyaluronan Quantikine ELISA Kit     R&D Systems 社 
Laminin (LN) EIA Kit      タカラバイオ株式会社 
 
 
3-3. Methods 
3-3-1. 動物組織からの有用成分の抽出 
第 2 章では、動物組織より高純度な水溶性エラスチンを得るため、熱アルカリ処理の
前に、動物組織より希アルカリ処理によってエラスチン以外の可溶性タンパク質の除去
を行った。第 3 章では、この希アルカリ処理を行わず動物組織をそのまま熱アルカリ処
理することにより、水溶性エラスチンを含んだ有用成分の抽出を行った。 
 
3-3-1-1. ブタ大動脈組織からの有用成分の抽出 
ブタ大動脈脱脂組織を高温乾燥機にて 100℃で 2 時間乾燥させ、粉砕機にて粉末状し
たものを使用した。ブタ大動脈脱脂組織（40 g）に対して 16.7 倍容量の 0.2 M NaOH（334 
mL）を加え 100℃で 120 分間撹拌した後、氷で急冷し酢酸を用いて中和（pH 6.5）した。
この操作の際に生成された中和塩を除去するために、透析膜（Spectra/Por® 3,500 cut）用
いて脱塩を行った。 
 
 
ブタ大動脈（脱脂組織） 
↓高温乾燥機にて乾燥（100℃、2 時間） 
↓粉砕機にて粉砕 
↓試料の 16.7 倍量の 0.2 M NaOH を加え撹拌（100℃、120 分間） 
↓氷で急冷 
↓酢酸を用いて中和（pH 6.5） 
↓透析膜（Spectra/Pore® 3,500 cut）（4℃、4 日間） 
↓凍結乾燥 
ブタ大動脈由来水溶性エラスチン含有物 
 
Fig. 19-A. ブタ大動脈組織からの有用成分の抽出スキーム 
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3-3-1-2. マグロ動脈球組織からの有用成分の抽出 
マグロ動脈球組織を高温乾燥機にて 100℃で 2 時間乾燥させ、粉砕機にて粉末状にし
たものを使用した。マグロ動脈球組織（40 g）に対して 4 倍容量の 0.1 M NaOH（160 mL）
を加え 100℃で 80 分間撹拌した後、氷で急冷し酢酸を用いて中和（pH 6.5）した。この
操作の際に生成された中和塩を除去するために、透析膜（Spectra/Por® 3,500 cut）を用い
て脱塩を行った。 
 
 
マグロ動脈球組織 
↓高温乾燥機にて乾燥（100℃、2 時間） 
↓粉砕機にて粉砕 
↓試料の 4 倍量の 0.1 M NaOH を加え撹拌（100℃、80 分間） 
↓氷で急冷 
↓酢酸を用いて中和（pH 6.5） 
↓透析膜（Spectra/Pore® 3,500 cut）（4℃、4 日間） 
↓凍結乾燥 
マグロ動脈球由来水溶性エラスチン含有物 
 
Fig. 19-B. マグロ動脈球からの有用成分の抽出スキーム 
 
 
3-3-2. 有用成分の基礎評価 
第 2 章と同様に動物組織から抽出した有用成分について、分子量の分布、アミノ酸組
成、濁度測定によるコアセルベーション能における基礎評価を行った。そして、有用成
分にヒアルロン酸、ラミニンが含まれるか定量を行った。 
 
3-3-2-1. ゲルろ過クロマトグラフィーによる分子量分布の確認 
第 2 章「2-3-3-1」と同様の方法で行った。 
 
3-3-2-2. アミノ酸組成の評価 
第 2 章「2-3-3-2」と同様の方法で行った。 
 
3-3-2-3. 濁度測定によるコアセルベーション能の評価 
試料を濃度 2.0 mg/mL に D.W.で調製した。その後の操作は、第 2 章「2-3-3-3」と同
様の方法で行った。 
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3-3-2-4. ヒアルロン酸定量 
Calibrator Diluent RD5-18 を使用してブタ由来大動脈由来有用成分および水溶性エラ
スチンを濃度 5.0 mg/mL、マグロ動脈球由来有用成分および水溶性エラスチンを濃度 1.0 
µg/mL に調製した。付属の 96 well プレートに、充分に撹拌した Assay Diluent RD1-14
を 50 µL 添加した。次いで、Hyaluronan standard、試料、コントロールとして Calibrator 
Diluent RD5-18 をそれぞれ 50 µL 添加後、2 時間振盪させた。その後、各 well の溶液を
除去し、Wash Buffer 400 µL で 5 回洗浄した。Hyaluronan Conjugate を 100 µL 加え 2 時
間振盪させた後、再度溶液を除去しWash Buffer 400 µLで5回洗浄した。Substrate Solution
を 100 µL 加え、遮光のもと 25℃で 30 分間置き、Stop Solution を 100 µL 加え十分に混
合させた。マイクロプレートリーダー（ImmnoMini NJ-2300、バイオテック・ジャパン
合同会社）を用いて波長 450 nm の吸光度を測定した。濃度既知の Hyaluronan standard
の吸光度より検量線を作成し試料のヒアルロン酸濃度を算出した。t 検定によって有意
差を求めた。 
 
3-3-2-5. ラミニン定量 
Sample Diluent を使用して試料を濃度 10 mg/mL に調製した。予めラミニン γ1 鎖（旧
B2 鎖）を認識するモノクローナル抗体がコートされた付属の Antibody Coated 
Microtiterplate に対して、ラミニン標準液、試料、コントロールとして Sample Diluent
をそれぞれ 100 µL ずつ添加し、25℃で 1 時間静置いた。その後、各 well の反応液を除
去し、PBS（0.1% Tween® 20 含有）で 3 回洗浄した。Antibody-POD Conjugate を各ウェ
ルに 100 µL 添加し、25℃で 1 時間静置いた。その後、各 well の反応液を除去し、PBS
（0.1% Tween® 20 含有）で 4 回洗浄した。Substrate Solution（TMBZ）を各ウェルに 100 
µL 添加し、25℃で 15 分間静置いた。その後、反応を停止させるため Stop Solution を各
ウェルに 100 µL添加し十分に混合した。そして、マイクロプレートリーダ （ーImmnoMini 
NJ-2300、バイオテック・ジャパン合同会社）を用いて波長 450 nm の吸光度を測定した。
濃度既知のラミニン標準液の吸光度より検量線を作成し、試料のラミニン濃度を算出し
た。t 検定によって有意差を求めた。 
 
 
3-3-3. 有用成分の応用検討 
3-3-3-1. ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験 
試料に、株式会社 E&C ヘルスケア社より提供して頂いたブタ大動脈由来有用成分を
使用した。第 2 章「2-3-4-1」と同様の方法で行った。 
 
3-3-3-2. マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性試験 
試料を濃度 10、20 mg/mL に D.W.で調製し、第 2 章「2-3-4-2」と同様に行った。 
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3-4. Results 
3-4-1. 有用成分の収量及び収率 
ブタ大動脈組織およびマグロ動脈球組織から得られた有用成分の収量・収率を Table 
14 に示した。ブタ大動脈組織から抽出された有用成分は、マグロ動脈組織に比べ収量・
収率が低かった。これはブタ大動脈組織を可溶化した際、脱脂後の組織であるにも関わ
らず多くの脂を含んでおり、その除去操作としてろ過を行ったため、結果として試料の
損失に至った。一方、マグロ動脈球由来有用成分については、水溶性エラスチン（Table 
3）に比べ高い収量・収率であった。 
 
 
Table 14. 動物組織由来有用成分の収量・収率 
由来 使用した重量（g） 収量（g） 収率（%）* 
ブタ大動脈 40 4.27 10.7 
マグロ動脈球 40 9.19 23.0 
*収率は、使用した重量に対する収量の割合を算出した。 
 
 
3-4-2. 有用成分の分子量分布 
Fig. 20 に、動物組織由来有用成分のゲルろ過クロマトグラフィーによる分子量分布を
示した。ブタ大動脈由来有用成分（a）、マグロ動脈由来有用成分（b）は分子量 670,000
以上がそれぞれ 4.22%、1.33%含まれており、分子量 1,350 にかけて幅広く分布した。
各々において 44,000 以上の分子量は、それぞれ 26.88%（a）、20.15%（b）であった。 
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Fig. 20. 動物組織由来有用成分のゲルろ過クロマトグラフィーによる分子量分布 
標準試料：（i）チログロブリン（分子量 670,000）、（ii）γ－グロブリン（分子量 158,000）、
（iii）オボアルブミン（分子量 44,000）、（iv）ミオグロビン（分子量 17,000）、（v）ビ
タミン B12（分子量 1,350） 
 
 
3-4-3. 有用成分のアミノ酸組成 
動物組織由来有用成分のアミノ酸組成（モル相対比%）を、Table 15 に示した。ブタ
動脈球由来とマグロ動脈球由来有用成分を比較すると、それぞれを構成するアミノ酸に
おいて違いが見られた。特に、エラスチンに特有であるアミノ酸 Des、Ide は、マグロ
動脈由来よりもブタ大動脈由来有用成分に多く存在した。これは、水溶性エラスチンの
結果（Table 6）と同様であり、生物種および組織における Des、Ide の含有量が異なる
ことを示した。また、ブタ大動脈由来有用成分において、コラーゲンを主に構成するア
ミノ酸である Hyp がブタ大動脈由来水溶性エラスチンよりも含有量が多く、有用成分
中にはコラーゲンが残存していることが示唆された。 
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Table 15. 動物組織由来有用成分のアミノ酸組成の比較（モル相対比%） 
成分名 ブタ大動脈 マグロ動脈球 
Asp+Asn  5.3  5.3 
Thr  0.5  4.7 
Ser  0.6  2.7 
Glu+Gln  8.6  7.7 
Gly 19.6 21.2 
Ala 16.4 10.8 
Val  9.0  7.4 
Met  0.5  0.7 
Ile  2.6  3.3 
Leu  7.8  5.8 
Tyr  2.0  3.7 
Phe  3.9  3.5 
Lys  3.2  2.6 
His  0.8  1.0 
Arg  0.5  3.2 
Hyp  3.3  1.1 
Pro 15.1 15.0 
Des   0.18   0.03 
Ide   0.21   0.07 
Des+Ide   0.39   0.10 
Gly+Ala+Val+Pro 60.1 54.4 
Asp+Glu 13.9 13.0 
Lys+His+Arg  4.5  6.8 
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3-4-4. 濁度測定におけるコアセルベーション能の評価 
Fig. 21 に、ブタ大動脈由来、マグロ動脈球由来有用成分の濁度測定結果を示した。両
者共に、濃度 2.0 mg/mL において温度に対して可逆的なコアセルベーション能を示した。
水溶性エラスチン（Fig. 13（a）、Fig. 14（a）「2-4-6」）の結果と比較すると、ブタ大動
脈由来有用成分はほぼ同様の時間からコアセルベーションを開始した。一方、マグロ動
脈球由来有用成分は 25℃付近から 65℃にかけて緩やかな濁度曲線を示し、水溶性エラ
スチンよりも弱いコアセルベーション能であった。 
 
 
 
 
Fig. 21. 動物組織由来有用成分のコアセルベーション 
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3-4-5. 有用成分中のヒアルロン酸及びラミニン量 
動物組織由来有用成分、および水溶性エラスチン中におけるヒアルロン酸含有量を
Table 16 に示した。ヒアルロン酸含有量は、ブタ大動脈およびマグロ動脈球由来水溶性
エラスチンにおいてもわずかに検出されたが、有用成分においてより多く検出された。
また、P < 0.01 で有用成分と水溶性エラスチンの間に有意差が確認された（Fig. 22）。 
Table 17 に動物組織由来有用成分、および水溶性エラスチン中におけるラミニン含有
量を示した。ブタ大動脈およびマグロ動脈球由来水溶性エラスチンにおいて、ラミニン
は検出されなかった。しかし、各々の有用成分においては、微量ではあるが検出された
（Fig. 23）。 
 
Table 16. 動物組織由来物のヒアルロン酸含有量 
由来 試料 
ヒアルロン酸含有量 
（ng/mL） 
データ数
（n） 
ブタ大動脈 
（0.25 mg/mL あたり） 
有用成分 3.43 ± 0.36‡ 
16 水溶性エラスチン 1.92 ± 0.15‡ 
マグロ動脈球 
（0.05 µg/mL あたり） 
有用成分  7.77 ± 0.064‡ 
8 
水溶性エラスチン 3.86 ± 0.32‡ 
‡標準偏差 
 
 
 
Fig. 22. 動物組織由来物のヒアルロン酸含有量の比較 
** P < 0.01 において有意差あり 
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Table 17.  動物組織由来物のラミニン含有量（1.0 mg/mL あたり） 
由来 試料 ヒアルロン酸含有量（ng/mL） 
ブタ大動脈 
有用成分 0.6± 0.85‡ 
水溶性エラスチン － 
マグロ動脈球 
有用成分 1.6 ± 2.26‡ 
水溶性エラスチン － 
‡標準偏差（n=2） 
 
 
 
 
Fig. 23.  動物組織由来物のラミニン含有量の比較（1.0 mg/mL あたり） 
** P < 0.01 において有意差あり 
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3-4-6. ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験 
Table 18 に、ブタ大動脈由来有用成分（E&C 社製）におけるヒト 3 次元培養表皮に対
する皮膚内含水率を示した。 
Fig. 24 より、3 次元培養皮膚における皮膚内含水率はブタ大動脈由来有用成分（E&C
社製）の添加濃度 0、0.02、0.1、1.0% (w/w) に対して、濃度依存的に向上する傾向が見
られた。また、ブタ大動脈由来有用成分（E&C 社製）は 1.0% (w/w) において、0% (w/w) 
との間で有意差が確認された（P < 0.05）。1.0% (w/w) では、0% (w/w) と比較して約
19.9%も皮膚内含水率が向上した。 
 
 
Table 18. ブタ大動脈由来有用成分の皮膚内含水率 
濃度（% (w/w)） 皮膚内含水率（%） 
0.00 52.37 ± 01.23
‡
 
0.02 51.29 ± 01.74
‡
 
0.10 57.74 ± 00.76
‡
 
1.00 72.23 ± 13.55
‡
 
‡標準偏差（n=3） 
 
 
 
 
Fig. 24. ブタ大動脈由来有用成分の皮膚内含水率の比較 
*P < 0.05 において有意差あり 
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3-4-7. マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性試験 
動物組織から精製した有用成分におけるマッシュルーム由来チロシナーゼの阻害率
を、Table 19 に示した。ブタ大動脈由来およびマグロ動脈球由来有用成分は、濃度依存
的にチロシナーゼの活性を阻害した。また、それぞれ濃度 0 mg/mL と 10、20 mg/mL の
間で有意差が確認された（P < 0.05、Fig. 25）。チロシナーゼ阻害率は、水溶性エラスチ
ン（Table 11）と同様に、マグロ動脈球由来においてブタ大動脈由来有用成分の方が強
い結果であった。 
 
 
Table 19. 動物組織から抽出した有用成分のチロシナーゼ阻害率 
有用成分 濃度（mg/mL） 阻害率（%） 
ブタ大動脈由来 
10 00.39 ± 1.58
‡
 
20 08.80 ± 3.08
‡
 
マグロ動脈球由来 
10 15.10 ± 6.11
‡
 
20 20.50 ± 6.20
‡
 
‡標準偏差（n=9） 
 
 
 
 
Fig. 25. 動物組織から抽出した有用成分のチロシナーゼ阻害率の比較 
*P < 0.05 において有意差あり 
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3-5. Discussion 
第 2 章では、ブタ大動脈およびマグロ動脈球より水溶性エラスチンを精製し、簡便化
を図るため脱塩方法について検討を行った。精製した動物組織由来水溶性エラスチンを
用いた応用検討を行ったところ、有用な知見が得られた。第 3 章では、水溶性エラスチ
ンに対する素材としての応用範囲をより広げることを目指した。これまで水溶性エラス
チンをより高純度に精製することを目的としてきたが、市場では健康食品や化粧品など
の原材料においてエラスチンのみであるといった商品はほぼ存在しない。そこで、エラ
スチンのみを精製してきた動物組織より、エラスチンと共に有用成分の抽出とその応用
に対して検討を行った。 
動物組織を効率的に可溶化するため、使用する動物組織を乾燥し粉砕させた。また、
可溶化に用いる NaOH の使用量を検討し、水溶性エラスチンを精製する際よりも多量に
用いた。Table 14 より、ブタ大動脈およびマグロ動脈球より抽出した有用成分は、水溶
性エラスチンのみを精製した場合（Table 3）に比べ、高い収量・収率であった。これは、
可溶性タンパク質の除去工程を省いたことによるものであると考えられる。 
ブタ大動脈由来およびマグロ動脈球由来有用成分は、水溶性エラスチンと同様に分子
量 1,350 から 670,000 にかけて幅広く分布した。しかしながら、水溶性エラスチンと比
較すると分子量 44,000以上の占める割合が異なり、水溶性エラスチンは約 42‐52%（Fig. 
9）であるのに対し、動物組織由来有用成分は約 20‐27%であった。この結果から、動
物組織由来有用成分には 44,000 以下の分子量が、約 73%以上と多く含まれた。 
動物組織由来有用成分のアミノ酸組成組成は、ブタ大動脈組織由来とマグロ動脈球由
来で異なった（Table 15）。これは、生物種および生体組織を構成するタンパク質、つま
りアミノ酸含有量に起因する。ブタ大動脈由来はマグロ動脈球由来有用成分と比較して、
Glu+Gln、Ala、Val、Leu、Phe、Lys、Hyp、Des+Ide の含有量が高い傾向が見られた。
一方、マグロ動脈球由来では、Thr、Ser、Gly、Met、Ile、Tyr、His、Arg の含有量が高
い傾向が見られた。Des+Ide について、マグロ動脈球にはブタ大動脈と比較すると僅か
な含有量であった。動物組織由来水溶性エラスチンと有用成分のアミノ酸組成を比較す
ると、各アミノ酸の含有量が異なった。ブタ大動脈由来有用成分と水溶性エラスチンを
比較すると、Asp+Asn、Thr、Glu+Gln、Met、Lys、His、Arg、Hyp の含有量が増加した。
また、マグロ動脈球由来有用成分では、ブタ大動脈と同様に Asp+Asn、Thr、Glu+Gln、
Met、Lys、あるいはブタ大動脈とは異なり Ala、Ile、Leu、Tyr の含有量がわずかに増加
した。有用成分の抽出（Fig. 19）では、水溶性エラスチン精製（Fig. 6）において、動
物組織から不溶性エラスチンを精製するために行う希アルカリ処理の工程を省いたこ
とにより、上述したアミノ酸が保存されたと考える。特に Hyp は、コラーゲンやエラ
スチンに特有に含まれており、コラーゲンにおいては全体のアミノ酸量に対して約 10%
を占める。ブタ大道動脈由来有用成分において、Hyp の含有量は 1.9%から 3.3%に増加
した。この結果は、有用成分においてコラーゲン量が増加したことを示している。しか
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しながら、マグロ動脈球由来有用成分においては、ほとんど変化が見られなかった。カ
ツオ動脈球組織では、70‐90%の弾性線維が含まれていることが報告されている［53］。
そのため、マグロ動脈球組織も同様に組織自体に含まれるコラーゲン量、すなわち Hpro
量が少ないため、マグロ動脈球由来有用成分および水溶性エラスチンにおいて Hyp の
量は変化しなかったのではないかと考えられる。 
ブタ大動脈由来有用成分において、水溶性エラスチンとほぼ同様の開始温度からコア
セルベーション能を示したが、吸光度は低い値であった（Fig. 13（a）、Fig. 21（a））。マ
グロ動脈球由来については、水溶性エラスチンと比較し非常に緩やかな濁度曲線を示し
た（Fig. 14（a）、Fig. 21（b））。動物組織由来有用成分は、水溶性エラスチンに特有であ
るコアセルベーション能を示したが、比較的弱い能力であった。エラスチンのコアセル
ベーションについて、(VPGVG)から成るアミノ酸の繰り返し配列が起因している［38、
39］。アミノ酸分析において、動物組織由来水溶性エラスチンと有用成分のアミノ酸組
成は若干変化が見られた。また、精製時の熱アルカリ処理により分断化される部位が変
化し、それぞれに保持されているアミノ酸配列が異なっている可能性があると考える。 
ここまでの結果から動物組織由来有用成分は、水溶性エラスチンよりも弱いがコアセ
ルベーション能を有し、ブタ大動脈由来有用成分においては水溶性エラスチンよりもコ
ラーゲン量がわずかに多く含まれていることが分かった。さらに、その他どのような成
分が含まれているかを確認するため、ヒアルロン酸、ラミニンについて ELISA によっ
て定量を行った。ヒアルロン酸は、動物組織由来有用成分および水溶性エラスチンにお
いて、両者共に検出された。しかしながら、各々の間には P < 0.01 で有意な差が確認さ
れ、有用成分において多く含まれた（Fig. 22）。ラミニンは、基底膜を構成する高分子
タンパク質でありコラーゲンなどの成分と結合し合い、その構造を形成している。アミ
ノ酸分析の結果、ブタ大動脈由来有用成分において水溶性エラスチンよりもコラーゲン
含有量に顕著な差が見られたため、ラミニンについても検出されるのではないかと考え
た。その結果、動物組織由来有用成分においてのみラミニンが微量であるが検出された。
ヒアルロン酸は、保湿作用を示すことが報告されており［62］、ラミニンについては、
細胞接着、器官形成、神経網再生、血管新生など様々な生命現象に関与している［78］。
これらを含む動物組織由来有用成分は、水溶性エラスチンよりも多くの生理活性を有す
ることが考えられ、有用な素材であると考えられる。エラスチンのコアセルベーション
は、(VPGVG)から成るアミノ酸の繰り返し配列に起因している［38、39］。動物組織由
来では、どのような配列が温存されているか不明である。ただ、今回アミノ酸分析から
は、ブタ大動脈由来有用成分および水溶性エラスチンでは、Gly、Ala、Pro、Val の順で、
マグロ動脈球由来では、Gly、Pro、Ala、Vla と Glu+Gln の順で多く含有されていた。今
後、アミノ酸分析だけではなくどのようなアミノ酸配列が保持されているかを確認する
ことでコアセルベーション能の違いを明らかにすることができるだろう。 
次に、動物組織より抽出した有用成分の応用検討として、水溶性エラスチンと同様に
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ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験を行った。実際、商品としての応用を考え E&C
社が当研究室の精製方法に基づいて製造したブタ大動脈由来有用成分を使用した。その
結果、ブタ大動脈由来有用成分は水溶性エラスチンと同様に、濃度依存的に皮膚内含水
率が向上した。また、濃度 0% (w/w) と 1.0% (w/w) の間で有意差が確認された（P < 0.05）。
濃度 1.0% (w/w) においては、0% (w/w) よりも皮膚内含水率が 20% (w/w) も向上した
（Fig. 24）。Table 10 より、水溶性エラスチン（ファームエラスチン®）では、16% (w/w) 
の向上であった。この結果から、水溶性エラスチンよりも有用成分の方が皮膚内含水率
の向上に対して寄与する傾向にあることが分かった。これは、おそらくコラーゲンやヒ
アルロン酸などの含有量が有用成分において多く含まれていたことが要因であると考
れる。また、マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性試験を行ったところ、動物組織
由来有用成分は、ブタ大動脈由来、マグロ動脈球由来それぞれにおいて、濃度 0 mg/mL
と 20 mg/mL、10 mg/mL と 20 mg/mL の間で有意差が確認された（P < 0.05、Fig. 25）。
そして、両者共に水溶性エラスチン（Table 13）よりも強い阻害活性を示し、特にマグ
ロ動脈球由来において、ブタ大動脈由来よりも比較的強い阻害活性が見られた。濃度
20 mg/mL のマグロ動脈球由来水溶性エラスチンはチロシナーゼ阻害率が約 8%であっ
たが、有用成分では約 21%であり、約 13%も向上した。チロシナーゼ阻害には、Cys が
関与している［79］。しかしながら、動物由来有用成分および水溶性エラスチンには、
Cys が含まれていない。チロシナーゼ阻害に関する研究では、アミノ酸 20×20 のジペプ
チドの与える影響を網羅的に調べたところ、Pro-Asp、Asp-Tyr、Tyr-Lys においてチロシ
ナーゼの活性を、60‐70%阻害したと報告されている［80］。動物組織由来有用成分お
よび水溶性エラスチンにおいて、穏やかながらチロシナーゼ阻害活性を示したのは、上
述したアミノ酸配列によるものだと考える。また、動物組織由来有用成分において、こ
れらのアミノ酸はわずかに増加しており、そのため有用成分においてチロシナーゼ阻害
活性率が向上したのではないかと推測する。 
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第４章 
エラスチン様フェニルアラニン含有 
短鎖自己集合性ペプチドの応用 
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4-1. Introduction 
第 2 章、第 3 章においては、動物組織を用いた検討を行ってきた。これに対して第 1
章「1-5」で記載した通り、VPGVG の繰り返し配列を基盤とした合成ペプチドの研究も
多く報告されている。そこで、VPGVG 配列の 1 位の Val をより疎水度の高い Phe に置
換したフェニルアラニン含有短鎖自己集合性ペプチドである H-(FPGVG)5-NH2（以下
(FPGVG)5 と略）において、バイオマテリアルとしての応用、水溶性エラスチンと同様
に化粧品への応用を検討した。当研究室では、これまで(FPGVG)5 を用いて種々の検討
を行ってきた［81、82］。本研究では、バイオマテリアルとしての応用を考え、生理食
塩水を用いた生体条件下においてコアセルベーションの測定を行った。また、ヒト皮膚
線維芽細胞（NHDF）との相互作用について確認し、(FPGVG)5の化粧品素材としての応
用を検討した。さらに、利便性の高いコアセルベーション能を利用した温度応答性培養
皿、γ 線照射によるナノ粒子の作製について検討した。 
 
 
 
4-2. Materials 
Cell Counting kit-8     株式会社同仁化学研究所 
DOPA       Sigma-Aldrich 
DMEM       GibcoTM 
Ethanol       和光純薬工業株式会社 
FBS       GibcoTM 
Fungizone, liquid      インビトロジェン株式会社 
Gentamicin (50mg/mL)     インビトロジェン株式会社 
Hank’s Balanced Salt Solutions liquid   インビトロジェン株式会社 
H-(FPGVG)5-NH2 (MW : 2305)    当研究室にて作製 
Normal Human Dermal Fibroblasts Cells   三光純薬株式会社 
Penicillin/streptomycin     インビトロジェン株式会社 
0.05% Trypsin/0.53 mM EDTA・4Na   インビトロジェン株式会社 
生理食塩水      大塚製薬株式会社 
炭酸水素ナトリウム（NaHCO3）    和光純薬工業株式会社 
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4-3. Methods 
4-3-1. エラスチン様フェニルアラニン含有短鎖自己集合性ペプチドの濁度測定に 
おけるコアセルベーション能の評価 
試料調製にはD.W.および生理食塩水を使用した。(FPGVG)5はD.W.を用いて濃度 10、
20、30 mg/mL、生理食塩水を用いて 10、20 mg/mL へ調製した。その後の操作は、第 2
章「2-3-3-3」と同様の方法で行った。 
 
4-3-2. 正常ヒト皮膚線維芽細胞に対する相互作用の確認 
凍結保存された正常ヒト皮膚線維芽細胞（ NHDF）を、抗生物質として
Penicillin/streptomycin（2.5 mL/500 mL）、Fungizone liquid（4.0 mL/500 mL）、Gentamicin
（0.5 mL/500 mL）を加えた Dulbecco’s Modified Eagle Medium（DMEM、10% FBS）を
使用し［83］、37℃（5.0% CO2）でサブコンフルエント（70‐90 %）になるまで培養し
た。そして、培地をアスピレーターで除去し、Hank’s Balanced Salt Solutions liquid 5.0 
mL/dish を加えて洗浄した。この操作を 2 回行った後、蛋白質分解酵素として Trypsin 3.0 
mL/dish を加え、37℃で 3 分間置いた。酵素反応を停止させるため、DMEM（10% FBS）
を 7.0 mL/dish 添加した。得られた細胞懸濁液を遠心分離（1000 rpm、25℃、5 分間）し、
上清を除去しペレットを回収した。そして、DMEM（0.5% FBS）を使用し細胞数 5.0×104 
cells/mL に調製し 96 well プレートに 100 µL ずつ播種し、37℃（5.0% CO2）で 48 時間
同調培養した。そして、培地を除去し(FPGVG)5を濃度 10
-6、10-7 M（溶媒：DMEM（0% 
FBS））で添加し、さらに 37℃（5.0% CO2）で 48 時間培養した。その後、高感度水溶性
ホルマザンを生成する新規テトラゾリウム塩 WST-8 を発色基質とし用いている Cell 
counting kit-8 を既存のプロトコルに従って使用し、波長 450 nm における吸光度を測定
した。比較として、通常の培養に用いる DMEM（10% FBS）および試料調製に用いた
DMEM（0% FBS）を添加し、増殖傾向を比較した。細胞数は、検量線を用いて算出し
た。 
 
4-3-3. エラスチン様フェニルアラニン含有短鎖自己集合性ペプチドの応用 
4-3-1 より、エラスチン様フェニルアラニン含有短鎖自己集合性ペプチドは、生体条
件下において、コアセルベーション能が向上した。そして、NHDF に対して何の影響も
与えないということが分かった。これらの基礎的な結果から、バイオマテリアルとして
の応用を検討した。 
 
4-3-3-1. ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験 
(FPGVG)5の濃度は D.W.で 1.0 %に調製した。その後の操作は、第 2 章「2-3-4-1」と
同様の方法で行った。 
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4-3-3-2. マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性試験 
(FPGVG)5を濃度 5.0、10 mg/mL になるように D.W.で調製した。その後の操作は、第
2 章「2-3-4-2」と同様に行った。 
 
4-3-3-3. 温度応答性培養皿の作製 
(FPGVG)5を濃度 20 mg/mL になるように D.W.で調製し、24 well プレート上（培養面
積：1.88 cm2）に 250 µL 添加した。滅菌のため、UV を 30 分間照射し 37℃に 2‐3 時間
置きコアセルベート層を形成させた。その後、溶媒を除去しコアセルベート層のみが
24 well プレート上に堆積した状態にした。そして、NHDF を播種し、37℃（5.0% CO2）
で 24‐48 時間培養した。 
 
4-3-3-4.  γ 線照射によるナノ粒子化及び粒子径測定 
(FPGVG)5を濃度 20 mg/mL に D.W.で調製した。その後の操作は、第 2 章「2-3-4-3」
と同様に行った。ただし、照射前に 50℃に設定した恒温槽を利用し、試料溶液の分子
が集合し白濁した状態つまりコアセルベーションした状態にした。 
 
 
4-4. Results 
4-4-1. エラスチン様フェニルアラニン含有短鎖自己集合性ペプチドの濁度測定に 
よるコアセルベーション能の評価 
エラスチン様フェニルアラニン含有短鎖自己集合性ペプチドである(FPGVG)5 につい
て、溶媒に D.W.を用いた濁度測定結果を Fig. 26 に示した。濃度 10 mg/mL ではコアセ
ルベーション能を示さなかったが、濃度 20、50 mg/mL と増加させることでコアセルベ
ーション能を示すようになり、濃度依存的にコアセルベーションの開始温度が低温側に
シフトした。50 mg/mL においては、15℃付近で直線的な濁度の立ち上がりを示した。 
Fig. 26（b）では、溶媒に生理食塩水を用いた濁度測定結果を示した。濃度 10 mg/mL
において、溶媒が D.W.ではコアセルベーションを示さなかったが、生理食塩水ではコ
アセルベーション能を示した。また、20 mg/mL では D.W.における 50 mg/mL とほぼ同
様の時間からコアセルベーションを開始した。この結果から、溶媒に生理食塩水を用い
ることにより、(FPGVG)5のコアセルベーション能は向上するということが分かった。 
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Fig. 26. 溶媒が異なる(FPGVG)5溶液のコアセルベーションの比較 
 
 
4-4-2. 正常ヒト皮膚線維芽細胞に対する相互作用の確認 
(FPGVG)5の NHDF に対する増殖結果を、Fig. 27 に示した。(FPGVG)5は、溶媒として
使用した DMEM（0% FBS）と同様の細胞増殖能であり、NHDF に対して増殖能や毒性
を示さず、NHDF の増殖に影響を及ぼさないということが示唆された。 
 
 
 
 
Fig. 27. (FPGVG)5の NHDF に対する増殖能 
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4-4-3. ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験 
(FPGVG)5 のヒト 3 次元培養表皮に対する皮膚内含水率を、Table 20 に示した。
(FPGVG)5は、濃度 1.0% (w/w) において 0% (w/w) との間で有意差が確認された（P < 
0.05、Fig. 28）。 
 
 
Table 20. (FPGVG)5の皮膚内含水率 
濃度（% (w/w)） 皮膚内含水率（%） 
0.0 60.13 ± 07.31
‡
 
1.0 67.71 ± 14.59
‡
 
‡標準偏差（n=3） 
 
 
 
 
 
Fig. 28. (FPGVG)5の皮膚内含水率 
*P < 0.05 において有意差あり 
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4-4-4. マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性試験 
(FPGVG)5におけるマッシュルーム由来チロシナーゼの阻害率を、Table 21 に示した。
(FPGVG)5は、濃度 5.0 mg/mL ではチロシナーゼの活性を阻害しなかったが、10 mg/mL
において穏やかな阻害率を示した。また、各々の間で有意差が確認された（P < 0.05、
Fig. 29）。 
 
 
Table 21. (FPGVG)5のチロシナーゼ阻害率 
濃度（mg/mL） 阻害率（%） 
  5.0 0 
10   5.75 ± 3.35
‡
 
‡標準偏差（n=9） 
 
 
 
 
 
Fig. 29. (FPGVG)5のマッシュルーム由来チロシナーゼ阻害率 
*P < 0.05 において有意差あり 
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4-4-5. 温度応答性培養皿からの細胞シートの回収 
(FPGVG)5を使用した温度応答性培養皿上で培養した NHDF の様子と、その培養皿上
より温度を低温（4℃）に処理することで回収された細胞シートの様子を Fig. 30 に示し
た。（A）において示した矢印の部分は、低温処理によって NHDF が自動的に剥がれ包
埋している状態である。（B）において、楕円形で囲っている部分を見ると、NHDF は個々
の細胞間の結合を保持したままの状態であることが確認された。 
 
 
 
 
 
Fig. 30. (FPGVG)5を使用した温度応答性培養皿より低温処理により得られた細胞シート 
（A）(FPGVG)5を使用した温度応答性培養皿上で見られた NHDF が剥離した様子 
（B）（A）を回収後の細胞シートの様子（Trypan blue にて染色） 
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4-4-6.  γ 線照射により得られたナノ粒子の粒子径 
γ線照射後の(FPGVG)5における粒子径の大きさを Table 22 に示した。(FPGVG)5は、
581.8 nm 前後の粒子が 89%存在した。 
 
 
Table 22. γ 線照射(FPGVG)5により得られた粒子径 
粒子径（nm） 存在比（%） 
                     11.7 ±              1.20 0.80 
113.6 ± 18.4 9.40 
581.8 ± 98.3 89.800 
 
 
 
 
 
Fig. 31. γ 線照射(FPGVG)5により得られた粒子径の分布 
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4-5. Discussion 
第 4 章では、エラスチン様ペンタペプチドである(VPGVG)の繰り返し配列をもとに、
当研究室が開発したフェニルアラニン含有短鎖自己集合性ペプチドである
H-(FPGVG)5-NH2（以下(FPGVG)5と略）について、水溶性エラスチンと同様に化粧品へ
の応用、およびバイオマテリアルへの応用を検討した。 
エラスチン様ペンタペプチドである(VPGVG)nは、濃度40 mg/mLにおいてn≦9ではコ
アセルベーション能を示さず、n=10でわずかにコアセルベーション能を有することが報
告されている［84］。一方、1位のValの疎水度を向上させIleに置換した(IPGVG)nでは、
n=7-10で同様の濃度においてコアセルベーション能を示し［85］、さらに疎水度を向上
させPheに置換したところ、(FPGVG)5において最も強いコアセルベーション能を示した
［81］。Fig. 26より、(FPGVG)5は濃度10 mg/mLではコアセルベーション能を示さなか
ったが、20、50 mg/mLと増大させることにより、濃度依存的にコアセルベーション開
始温度が低温側にシフトした。(FPGVG)5のバイオマテリアルへの応用を考え、生体条
件下での検討を行った。その結果、溶媒に生理食塩水を使用したところ、溶媒がD.W.
ではコアセルベーション能を示さなかった濃度10 mg/mLにおいて、温度が50℃付近よ
りも前でコアセルベーションを開始した。また、濃度20 mg/mLにおいては溶媒がD.W.
における50 mg/mLと同様の温度からコアセルベーションを開始し、直線的な濁度曲線
が得られた。これは、塩析効果が働いたためであると考える。 
動物組織由来水溶性エラスチンおよび有用成分と同様に、(FPGVG)5 に対して、化粧
品素材としての有用性を評価した。まず、ヒト 3 次元培養表皮を用いた保湿性試験にお
いて、(FPGVG)5は濃度 0%と 1.0%の間で有意差が確認された（P < 0.05、Fig. 28）。また、
マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性試験において、濃度 5.0 mg/mL では阻害率が
0%であったのに対し、10 mg/mL へ増大させると阻害率は約 5.8%となり、各々の間で優
位な差が確認された（P < 0.05、Fig. 29）。(FPGVG)5は化粧品への応用において、動物
由来水溶性エラスチンおよび有用成分よりも効果がやや劣った。しかしながら、
(FPGVG)5 を構成するアミノ酸のうち Pro は、動物由来水溶性エラスチンおよび有用成
分にも多く含まれていたが（Table 6、Table 15）、特にコラーゲンに多く含まれており、
Pro を含むコラーゲンジペプチドの研究では、ヒト真皮線維芽細胞の活性化と共に、ヒ
アルロン酸量を増加させ、健やかな皮膚の状態を維持することに有用であることが示さ
れている［86］。また Phe については、動物由来水溶性エラスチンおよび有用成分中に
わずかに含まれたが、白斑治療に関する研究では、皮膚に Phe を塗布したところ、皮膚
病変が緩和されたことから、皮膚保護作用を持つと考えられている［87］。これらの報
告より、(FPGVG)5 も化粧品素材として有用な素材である可能性があると考える。それ
を確認するために、引き続き他の検討を行う必要がある。 
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エラスチンのヘキサペプチド(VGVAPG)は、線芽細胞に対して増殖能を有することが
知られており［88］、動物由来水溶性エラスチンにおいても同様のことが報告されてい
る［89］。そこで、(FPGVG)5が NHDF に対してどのような作用を及ぼすかを確認したと
ころ、増殖能も悪影響も確認されず毒性を示さないと示唆された（Fig. 27）。(FPGVG)5
をコーティングした培養皿上で NHDF を培養したところ、通常の接着と増殖を確認し
た。そして、NHDF がコンフルエントに達した状態において低温（4℃）処理すること
で、トリプシンなどの酵素を使用することなく培養皿上の端の方から自動的に剥がれ、
包埋した状態の様子が確認された（Fig. 30（A））そして、細胞－細胞間の結合が保持さ
れた細胞シートを回収することができた。回収した細胞シートを、顕微鏡を用いて観察
すると方錐体上の形状が確認された（Fig. 30（B））。(FPGVG)5は、温度変化によってⅡ
型 β-ターン構造をとることが報告されている［81］。また、配列が異なるエラスチン様
ペプチドにおいても、コアセルベーションにより水和したランダムコイルから疎水性の
状態である β-ターン構造へとコンフォメーション変化が起き、それにより細胞をシート
状に回収する検討がなされている［51］。細胞は、疎水性表面に接着し増殖する性質が
あるため、NHDF は(FPGVG)5 をコートした培養皿上に対して接着・増殖することが可
能であったと考える。そして、(FPGVG)5 は温度を低温に置くことにより、コンフォメ
ーション変化が起き、疎水性表面から親水性表面へとシフトし NHDF が培養皿上から
剥離したのではないかと考える。ここで、NHDF 表面における(FPGVG)5 の残留の有無
については確認することができておらず、今後検討する必要がある。 
(FPGVG)5の粒子径サイズは、コアセルベーションを示さない 15℃では 10 nm 程度で
あり、コアセルベーションを示す 37℃では 60‐70 nm と粒子径が変化するということ
が報告されている［81］。本実験において、(FPGVG)5に対して γ 線照射したところ、粒
子径の大きさは約 581.8 nm が約 90 %を占めた（Table 22）。γ 線照射することにより、
報告されている(FPGVG)5の粒子径よりも大きくなったが、今後、γ 線照射時の(FPGVG)5
濃度、γ線の照射量などの条件検討を行うことで、安定した粒子を作製することができ、
将来的に DDS における薬物担体として応用可能であると考える。しかしながら、γ 線
照によってどのアミノ酸同士が架橋しているのかは、未だ分かっていない。そのため、
(FPGVG)5 のバイオマテリアルへの応用を検討すると同時に、架橋部位を特定すること
も、学術的には重要である。 
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動物組織由来水溶性エラスチンは、特有な性質であるコアセルベーション能を示す。
コアセルベーションは温度応答性の分子の自己集合、解離の性質である。この性質は生
体内におけるエラスチンの弾性機能に重要であると考えられている。エラスチンは、加
齢に伴って減少するため、「補う」と言った考え方から健康食品・化粧品素材への使用
がなされており、さらには、特有な性質であるコアセルベーション能を利用したバイオ
マテリアルへの応用も期待されている。これまでの研究では、動物組織から純度の高い
水溶性エラスチンのみの精製を目的としてきた。現在、市場に出回っているエラスチン
を含む健康食品・化粧品素材の成分中にはエラスチンのみならず、その他、健康や美容
に対して有用であると知られている成分が混合されている。そのため、動物組織全体か
ら水溶性エラスチン以外にどのような有用成分が抽出できるかを確認し、素材としての
付加価値を高めることが必要である。同様に、動物組織由来水溶性エラスチンの研究が
進む中で、エラスチンのコアセルベーション能には VPGVG 配列が関与しているという
ことが明らかとなっている。そこで、当研究室において開発したエラスチン様フェニル
アラニン含有短鎖自己集合性ペプチドである(FPGVG)5 は、高いコアセルベーション能
を有することが確認されていており、その有用性を見出すための応用研究が求められる。 
本博士論文では、動物組織からの水溶性エラスチンの精製とその応用（第 2 章）、動
物組織からの有用成分の抽出とその応用（第 3 章）、エラスチン様フェニルアラニン含
有短鎖自己集合性ぺプチドの応用（第 4 章）の順で論述した。 
まず、動物組織からの水溶性エラスチンの精製とその応用では、ブタ大動脈組織およ
びマグロ動脈球組織から精製した水溶性エラスチンにおいて、エラスチンにのみに含ま
れるアミノ酸である Des、Ide が含まれており、コアセルベーション能を有した。また、
同様の動物組織を使用し、水溶性エラスチンのみならず動物組織に存在するエラスチン
以外の成分にも着目し、水溶性エラスチン精製における工程の簡略化を行った。その結
果、精製された成分には Des、Ide が JHFA の規定する範囲で含まれており［29］、エラ
スチンに特有であるコアセルベーション能を示した。しかしながら、水溶性エラスチン
よりも Hyp を多く含んだため、コラーゲンの存在が確認された。それ以外の成分とし
て、ヒアルロン酸、ラミニンの存在も確認された。そのため、エラスチンを含んだ有用
成分の抽出に成功したといえる。動物由来水溶性エラスチンの精製における操作の簡略
として脱塩の方法を変更した場合、各方法において僅かな変化はあったものの、エラス
チンに特徴的な成分は温存され、操作の簡略化に成功した。ここで、エラスチンに特徴
的な配列を模倣し、当研究室で独自に設計し開発したエラスチン様フェニルアラニン含
有短鎖自己集合性ぺプチドである(FPGVG)5 は、上述した動物組織由来物に比べはるか
に強いコアセルベーション能を示した。 
次に、それぞれの作製物に対する応用として、最初に当研究室でこれまで研究を行っ
てきた動物由来水溶性エラスチンからバイオマテリアルの素材作製の検討を行った。ブ
タ大動脈由来水溶性エラスチンおよびコラーゲン混合物は、これらの混合比を調製する
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ことでコアセルベーション能の挙動が変化することが確認された。その結果をもとに、
ブタ大動脈由来水溶性エラスチンおよびコラーゲン混合物、マグロ動脈球由来水溶性エ
ラスチン、(FPGVG)5に対して γ 線照射による分子間架橋を行ったところ、今後の素材
作製における有用な結果が得られた。エラスチンまたはエラスチンペプチドにおける γ
線照射による分子間架橋は、どのアミノ酸側鎖が関与しているのかについて未だ不明で
ある。そのため、今後エラスチンペプチドを用いた検討により、分子間架橋に関与する
アミノ酸側鎖の解明も必要であるだろう。また、動物組織由来水溶性エラスチンおよび
有用成分の化粧品素材としての効果を確認するため、皮膚に対する「保湿性」と「美白」
に着目し、in vitro における試験を行った。「保湿性」では、ブタ大動脈球由来水溶性エ
ラスチンにおいて有用な結果が得られたため、ブタ大動脈由来有用成分について試験を
行ったところ、同様に有用な結果を示しすことが明らかとなった。「美白」試験として、
マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性を行ったところ、「保湿」の結果と反しマグ
ロ動脈球由来水溶性エラスチンおよび有用成分で阻害活性が高い傾向が見られた。しか
しながら、マッシュルーム由来チロシナーゼ阻害活性自体、穏やかな阻害率であった。
(FPGVG)5 についても同様の検討を行ったところ、動物由来物と比較するとやや穏やか
な効果を示すことが明らかとなった。Phe など芳香環を有するアミノ酸は、天然保湿因
子（NMF）の成分の 1 種として皮膚の水分量を調製し［59］、また白斑の治療に使用さ
れている［91］。また、エラスチン様ヘキサペプチド(VGVAPG)は、メラノサイトやメ
ラノサイト前駆体を分化する作用があり、シミ生成の阻害に関与することが報告されて
いる［92］。これらの報告から、今後 in vivo などでの検討を進めて行くことで、さらに
化粧品素材としての有用性を示す結果が得られる可能性がある。 
本研究では、動物組織より水溶性エラスチンの精製および有用成分の抽出を行った。
その結果、動物組織由来水溶性エラスチンについては精製方法の簡便化が可能となった。
また、水溶性エラスチン、コラーゲン、ヒアルロン酸、ラミニンなどを含有する有用成
分の抽出に成功した。さらに、水溶性エラスチン、有用成分及び合成ペプチドである
(FPGVG)5 について、素材としての応用に対する基礎的な試験を実施した。その結果、
天然の動物組織由来及び合成ペプチドのエラスチンが、いずれもバイオマテリアルや化
粧品などの安全な素材として有用であることが示唆された。 
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